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RESUMEN 
Entidades tales como la enfermedad de Parkinson (EP) y enfermedad de Alzheimer (EA) 
constituyen las dos primeras patologías degenerativas del Sistema Nervioso Central en 
frecuencia, y por tanto se posicionan como un constante de la consulta especializada de 
Neurología. En los últimos años se han realizado esfuerzos para determinar los factores 
tanto genéticos como ambientales que pueden llevar al estado patológico. Asimismo, los 
trastornos del desarrollo del sistema nervioso central son un constante en la clínica. 
Ambos grupos de patologías al parecer confluyen en una vía común que está muy 
relacionada con la señalización dependiente de los lípidos, que incluyen la inducción de 
la muerte por el esfingolípido ceramida, un producto del metabolismo de lípidos de 
membrana y las alteraciones generadas por los diferentes alelos de la Apolipoproteína E 
(APOE). Se conoce bien que la presencia del Alelo E4 de la APOE genera un riesgo 
elevado de padecer EA, aunque la fisiopatología y las vías moleculares implicadas en 
este proceso de muerte neuronal facilitada, permanecen desconocidas. 
El objetivo general de este proyecto es contribuir al esclarecimiento del papel de la 
proteína APOE y sus receptores en el balance muerte/supervivencia celular, así como su 
rol en la diferenciación, estudiando sus efectos en un modelo celular neuronal. 
Inicialmente se decidió caracterizar ciertos aspectos de la diferenciación de las células 
como el nivel de expresión de algunos receptores de APOE y como se correlaciona esta 
expresión con la generación de árboles dendríticos. Se usaron dos líneas celulares: 
Células CAD (Mesencefálicas, Murinas) y SH-SY5Y (Neuroblastoma, Humanas). En 
estudios previos se ha determinado que la diferenciación total de las células CAD se 
alcanza al cuarto día de cultivo en las condiciones apropiadas. Los análisis de Western 
Blot determinaron que el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDLR) se expresa 
en células CAD diferenciadas y no diferenciadas, mas no en células SH-SY5Y. Además, 
la expresión de dicho receptor en células CAD aumenta con respecto a la diferenciación, 
alcanzando una expresión 2.5 veces superior comparada con el control indiferenciado. 
De manera contraria, el Receptor de Apolipoproteína E 2  (APOER2) y el Receptor de 
Lipoproteínas de Muy Baja Densidad (VLDLR) no parecen expresarse en estas líneas 
celulares. Estos datos fueron confirmados mediante inmunofluorescencia. Se observa la 
clara expresión de LDLR en células CAD diferenciadas e indiferenciadas mas no se 
observa fluorescencia para las proteínas APOER2 y VLDLR. 
Se realizó un análisis morfométrico de las células CAD durante los cuatro días de 
diferenciación que incluyó tres variables: longitud dendrítica promedio, promedio del 
número de procesos primarios y promedio de procesos totales. La medición neuronal se 
realizó usando el Software Neuronmetrics, que permite analizar la longitud y arborización 
dendrítica de varias neuronas a la vez de manera semi-automática.  
Posteriormente, se analizó el efecto de las diferentes isoformas de la APOE sobre las 
células CAD. Usando un marcador de actividad mitocondrial como el ensayo MTT se 
determinó que la exposición de las células CAD a una dosis de 10 ug/ml de APOE E3 y 
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E4 aumenta el metabolismo mitocondrial de este sustrato hasta en un 50% a las 48 horas 
de tratamiento. Por el contrario, la exposición a APOE E2 reduce la actividad mitocondrial 
entre un 40 y 50%. Estos efectos no fueron observados en células SH-SY5Y, 
probablemente debido a la ausencia del receptor.  
Para confirmar si este fenómeno era explicado por muerte celular o división celular, se 
realizó la medición de la liberación de Lactato Deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo. 
No se encontraron diferencias significativas en esta prueba cuando se compararon los 
valores entre tratamientos con las variantes de APOE o el control, lo que excluye la 
muerte o la división celular como un evento que explique las diferencias en el 
metabolismo del MTT. 
Otro de los objetivos era determinar qué efecto tendrían las diferentes isoformas de 
APOE en un contexto neurotóxico. Para esto, las células fueron expuestas a las 
isoformas de APOE en las condiciones arriba mencionadas, y adicionalmente fueron 
tratadas con C2-ceramida, un lípido ampliamente conocido por generar apoptosis en 
ambas líneas celulares. El pretratamiento con la isoforma APOE E2 al parecer ejerce un 
leve efecto protector contra la C2-ceramida en células CAD, el cual no está presente 
cuando se usan las isoformas E3 y E4. No se observó ninguna protección o muerte 
adicional en células SH-SY5Y con ninguna de las isoformas. 
Por último, se realizó una medición de la activación de la vía PI3K/Akt tomando como 
indicador la fosforilación de la proteína AKT en el residuo Ser473 cuando las células se 
exponían a las diferentes isoformas de APOE. Dicho experimento reveló una sobre-
activación de la vía cuando se tratan las células con APOE E4, y de manera contraria, se 
reduce la activación cuando el tratamiento se realiza con APOE2; resultados que se 
correlacionan con lo observado en los ensayos de MTT. 
Como conclusión, observamos que las isoformas de APOE tienen un efecto diferencial 
sobre la mitocondria a corto plazo. Este efecto es coincidente y se correlaciona con la 
activación de la vía PI3K/Akt. El entendimiento de la fisiología de las isoformas de APOE 
podría usarse con fines terapéuticos contra enfermedades neurodegenerativas. 
 
Palabras Clave: Apolipoproteína E, Neurona, Metabolismo Mitocondrial, PI3K/Akt 
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SUMMARY 
Diseases such as Parkinson’s diseases (PD) and Alzheimer’s disease are the top two 
degenerative pathologies of the central nervous system, so they figure as constant 
consultation in the specialized neurological services. In the last years, a lot of efforts have 
been focused in determining the genetic and environmental factors that could lead to the 
pathologic state. Developmental disorders of the central nervous system are also 
constant cause of consultation in the clinic. Both groups of disorders seem to converge in 
a common pathway that is closely related to the lipid-dependent signaling, that includes 
neuronal death induced by the sphingolipid Ceramide, a product of the metabolism of 
membrane lipids and the alterations generated by the different alleles of the 
Apolipoprotein E (APOE). Is well known that the presence of the allele E4 of the APOE is 
a high risk factor for EA, although the pathophysiology and the molecular pathways 
involved in this process and in particular how it facilitates neuronal death remains unclear.    
The general objective of this project is to clarify the role of the APOE and its receptors in 
the neuronal death/survival balance and its function in neuronal differentiation in two 
neuronal cell models. 
Initially, we decided to characterize certain aspects of the differentiation of the cells, as 
the level of expression of some APOE receptors and the correlation of their expression 
with the generation of dendritic trees. Two cell lines were used: CAD cells 
(Mesencephalic, Murine) and SH-SY5Y cells (Neuroblastoma, Human). Previous studies 
have determined that the total differentiation of CAD cells is reached at day fourth of 
culture in the appropriate conditions. Western blot analyses determined that Low-Density 
Lipoprotein Receptor (LDLR) is expressed in differentiated and undifferentiated CAD 
cells, but is not expressed in SH-SY5Y cells. In addition, the expression of LDLR in CAD 
cells increases along with the differentiation process, reaching a 2.5 fold expression 
compared with undifferentiated control. Conversely, the Apolipoprotein E Receptor 2 
(APOER2) and Very Low-Density Lipoprotein Receptor (VLDLR) seem to be not 
expressed in both cell lines. These data were confirmed using immunofluorescence. Clear 
expression of LDLR is observed in differentiated and undifferentiated CAD cells, but no 
fluorescence is observed for the APOER2 and VLDLR proteins. 
A morphometric analysis of the CAD cells along the four days of differentiation was 
performed and included three variables: average of dendritic length, average of the 
number of primary processes and average of number of total processes. The neuronal 
measurement was performed using Neuronmetrics Software that allows the analysis of 
length and dendritic branching of several neurons at the same time in a semi-automatic 
fashion.  
The effect of the different APOE isoforms on the CAD cells was analyzed. Using a 
mitochondrial activity marker such as the MTT assay we determined that the exposure of 
CAD cells to 10 ug/mL dose of APOE E3 and E4 increases mitochondrial metabolism up 
to 50% after 48 hours of treatment. On the contrary, treatment with APOE E2 reduces the 
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mitochondrial activity 40–50 %. These effects were not observed in SH-SY5Y, probably 
because they lack the receptor. 
In order to confirm if these phenomena is explained by cell death or cell division, we 
measurement of free Lactate-Dehydrogenase (LDH) in the culture medium. There were 
no significant differences among different treatments with various APOE isoforms or with 
the control, which excludes these two processes as the explanation for the differences 
observed in the MTT assay. 
Another objective was to determine the effect of the different isoforms of APOE in a 
neurotoxic context. For this, the CAD cells were exposed to the isoforms of APOE and 
then treated with C2-ceramide, a lipid widely known for causing apoptosis in both cell 
lines. Pre-treatment with isoform APOE E2 seems to be protective against C2-ceramide, 
while neither E3 nor E4 variants showed any protection. We did not observe any 
protection or additional death in SH-SY5Y with any APOE isoform. 
Finally, we performed a measurement of the activation of the PI3K/Akt pathway using the 
phosphorylation of Akt protein in the Ser 473 residue as an activation marker upon 
exposure to different isoforms of APOE. Results showed over-activation of this pathway 
when cells were treated with APOE E4, while activation of Akt is reduced when treatment 
with APOE E2; results that are correlated with the observations of the MTT assays.  
In conclusion, APOE isoforms had a differential effect on the mitochondria metabolism in 
a short term, an effect that is correlated to activation of the PI3K/Akt pathway. The 
understanding of the physiology of the isoforms of APOE could be used with therapeutic 
goals for the treatment of neurodegenerative diseases.   
 
Keywords: Apolipoprotein E, Neuron, Mitochondrial Metabolism, PI3K/Akt. 
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INTRODUCCIÓN 
El Grupo de Investigación en Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia, ha 
realizado investigaciones en el área clínica y genética relacionando las enfermedades 
neurodegenerativas más comunes; encabezando la lista se encuentran la Enfermedad de 
Alzheimer (EA) y la Enfermedad de Parkinson (EP). En los últimos años, los estudios han 
sido dirigidos hacia la búsqueda de factores de riesgo, tanto ambientales como 
genéticos, que predispongan a la población colombiana al desarrollo de estas 
enfermedades. 
Arboleda y col. (1) determinaron que la presencia del Alelo E4 del gen de la APOE es un 
factor de riesgo para el desarrollo de EA, que se comporta de manera dosis dependiente 
en población colombiana, siendo el riesgo de padecer la enfermedad al llegar los 60 años 
cercano a 30% en individuos heterocigotos y casi 60% en los homocigotos para dicho 
alelo, resultados concordantes con estudios en otras poblaciones (2-5). 
La importancia de este estudio radica en la posibilidad de analizar la función de la APOE 
en varios modelos neuronales, intentando dar respuesta a la pregunta que surge de los 
hallazgos en la población, en particular su contribución a la patología neurodegenerativa. 
En la actualidad, muchos grupos de investigación están aunando esfuerzos que 
convergen en la exploración de la función de la APOE en estos contextos, pero aún 
quedan muchas brechas en el conocimiento de este aspecto y se espera que este 
proyecto sea un eslabón más de la cadena de investigación actual. 
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1.1. Receptores de Apolipoproteína E (APOE) 
La Apolipoproteína E es la lipoproteína de mayor expresión en el sistema nervioso central 
y hasta hace poco se creía como la única entre las lipoproteínas que es expresada en 
cerebro (6;7). Sus receptores pertenecen a la familia LDLR (Low Density Lipoprotein 
Receptor). Estos receptores son altamente conservados entre las especies. De hecho, el 
Caenorhabditis elegans posee una casi idéntica distribución de los dominios de las 
proteínas (8). Sin embargo, el sistema de las lipoproteínas hace su entrada en una etapa 
evolutiva mucho más tardía, lo que hace pensar que estas dos familias proteicas se 
desarrollaron de manera independiente (8). 
Esta familia de receptores se constituye de siete miembros muy similares entre sí: LDLR 
(Low Density Lipoprotein Receptor), VLDLR (Very Low Density Lipoprotein Receptor), 
APOER2 (APOE Receptror-2), MEGF7 (Multiple Epidermal Growth Factor-Like Domains 
7), LRP1 (Lipoprotein Receptor Related Protein-1), LRP1B (Lipoprotein Receptor Related 
Protein-1B) y Megalin. Todas estas proteínas comparten similitudes estructurales y 
bioquímicas: todas son conformadas por dominios de unión a ligando, dominios similares 
al factor de crecimiento epidérmico, un dominio transmembrana y una cola citoplasmática 
con al menos un motivo NPxY; los tipos de receptores varían en el número y la 
disposición de los dominios (7-10) (Fig. 1). Como característica particular, los dominios 
de unión a ligando son ricos en cisteína, lo que los hace particulares entre otros 
receptores de membrana. Además, se ha demostrado que ellos son capaces de unir una 
gran variedad de moléculas, tales como la misma APOE, moléculas de señalización 
como Reelin, e incluso algunas proteasas extracelulares (11). 
Los receptores de  APOE interactúan por medio de sus motivos NPxY con distintas 
proteínas citoplasmáticas. Los residuos tirosina de la cola citoplasmática de los distintos 
miembros de la familia, sufren una fosforilación como consecuencia de la unión de 
alguno de sus ligandos. Estas tirosinas fosforiladas pueden ser reconocidas por proteínas 
que contengan dominios Phospothyrosine Binding Domain (PTB), entre las cuales se 
listan DAB1 y FE65. Estas proteínas sirven como adaptadoras que unen la señalización 
de APOE con vías moleculares como PI3K/AKT, CREB, CRKL. Todas estas vías 
promueven la estabilización de microtúbulos y expresión de genes que estarían 
involucrados en la transmisión sináptica, entre otras (9;12) (Fig. 2).  
La regulación de la actividad de esta vía parece estar dada por la degradación 
proteosomal de la proteína adaptadora Dab1, degradación que sólo se lleva a cabo 
cuando se han unido moléculas señalizadoras e.g. Reelin a los receptores de la familia 
LDLR (13). 
El receptor LDL ha sido ampliamente estudiado en el humano, así como en modelos 
animales como la rata y el conejo. Al parecer su función per se no parece estar 
relacionada con el correcto funcionamiento del Sistema Nervioso Central (SNC) (9), 
aunque experimentos en ratones transgénicos Tg2576, un modelo animal de EA, 
muestran que la ausencia del receptor LDLR acelera la aparición del déficit en el 
aprendizaje y el depósito de Beta-Amiloide (AB) en dicho modelo (14). Otros estudios 
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describen que la cantidad de receptor LDLR presente en la membrana puede ser 
regulado por proteínas asociadas como Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
(PCSK9), en la cual se han encontrado mutaciones que aumentan o disminuyen la 
cantidad de LDLR membranal si dicha mutación es de pérdida o ganancia de función 
respectivamente (15). Esto hace este receptor o sus proteínas asociadas,  blancos 
atractivos para intervenir en enfermedades como la EA.  
Sin embargo, los estudios en dichos modelos animales revelan que LRP1, VLDLR, 
Megalin y APOE2R tienen diferentes consecuencias durante el desarrollo del SNC. Por 
ejemplo, ratones deficientes de LRP1 tienen un desarrollo de las vesículas cerebrales 
muy alterado; y los ratones deficientes de Megalin mueren rápidamente a causa de 
malformaciones en el SNC como holoprosencefalia y ausencia de los bulbos olfatorios 
(9). Con respecto a VLDLR y APOER2, se sabe que los ratones mutantes de VLDLR y 
APOER2 tienen una atrofia de la capa granular del cerebelo y del neocortex, 
respectivamente. Sin embargo, los ratones knock-out para ambos genes muestran una 
severa ataxia cerebelosa con inversión de las capas del neocortex, fenotipo similar al de 
los ratones mutantes de Reelin o DAB1 (9). La unión de Reelin a los receptores VLDLR y 
APOER2 modula la actividad del receptor ionotrópico de glutamato NMDA, siendo estos 
entonces, posibles partícipes de la modulación del aprendizaje y la memoria a través de 
la potenciación a largo plazo (LTP) (16). 
LRP1 es el receptor de la familia que más ligandos tiene descritos (11;17) y se ha 
planteado que su función podría centrarse en la captación de moléculas desde el torrente 
sanguíneo hacia el cerebro, ya que su expresión es elevada en estructuras que 
conforman la barrera hematoencefálica y se ha demostrado su alteración en AD 
temprana (18). Además, LRP1 y LRP1B parecen estar implicados en la captación de AB, 
producto del clivaje de la Proteína Precursora de Amiloide (APP) desde el medio 
extracelular hacia el interior de la célula para su posterior procesamiento. La sobre-
expresión de estos receptores en cerebros de ratones transgénicos aumenta los niveles 
de AB soluble, y estos niveles se correlacionan negativamente con el desempeño en 
tareas de memoria espacial (19;20).   
Megalin es expresado en la superficie apical de las células epiteliales. Funciona como 
receptor y posiblemente medie la endocitosis de APOE, Apolipoproteína B (APOB) y los 
complejos proteicos de unión Vitamina/Vitamina. En el adulto, esta proteína interviene en 
la reabsorción renal de proteínas así como en el metabolismo del calcio y vitamina D 
(10). Durante el desarrollo, Megalin tiene que ver con la formación del SNC, dado que su 
ausencia resulta en defectos severos de dicho sistema, probablemente por una falla en la 
distribución del colesterol. Coincidentemente, los ratones knock-out para APOB tienen un 
fenotipo similar (10).  
Se ha demostrado también que APOER2 juega papel importante en el neurodesarrollo al 
igual que en la supervivencia neuronal en el adulto. Ratones knock-out para dicho 
receptor, exhiben atrofia cortical y una mala disposición de las capas del neocortex. Pero 
en ratones adultos, tras una lesión neuronal, la ausencia de esta proteína protege a la 
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neurona de la muerte (21), aunque se incrementan los niveles de APP y AB (22). Dichos 
resultados se reproducen mutando la porción intracelular del receptor que se une a 
proteínas JIP (Jun N-terminal Interacting Protein) y a PSD95, lo que sugiere que gran 
parte de las acciones ejercidas a través de APOER2, se efectúan por medio de la vía 
JNK-Jun (21). Además, APOER2 forma parte del complejo de receptores NMDA, siendo 
un regulador en el aprendizaje de tareas motoras en ratones, que es favorecido por 
Reelin, pero que es obstaculizado por un Splicing Alternativo de este receptor (23). 
En otro contexto, es posible que los receptores de APOE participen en la degeneración 
neuronal en concierto con el daño ejercido por el AB.  Algunos estudios apuntan a la 
alteración del tráfico intracelular de la APP (24) dado que el tratamiento con proteína 
Reelin, uno de los ligandos de la familia LDLR, en un modelo in Vitro, de degeneración 
dependiente de APP es capaz de revertir el efecto nocivo del AB sobre la sinapsis, 
devolviendo los valores normales LTP a cifras comparables con el control sin lesión por 
AB (25). 
Figura 1. Familia de Receptores LDLR.  Los receptores de APOE comparten similitudes 
estructurales, Todos ellos están conformados por un número variable de dominios de 
Unión a ligando, Dominios similares a EGF, un dominio transmembrana y una cola 
citoplasmática con Motivos NPxY. 
 
Dominio 
similar a EGF 
Dominio 
Transmembrana 
Motivo NPxY 
LDLR        VLDLR       APOER2         MEGF7            LRP1           LRP1B         MEGALIN    
Dominio de 
Unión a 
Ligando 
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1.2. APOE, cerebro y enfermedad 
La APOE es una proteína secretada de 34 kDa y 299 aminoácidos (6;26;27), ligando de 
los receptores de la familia LDLR, es un constituyente de las lipoproteínas cuya principal 
función es el transporte de los lípidos entre las células (9). Al parecer, el colesterol 
plasmático no es capaz de cruzar la barrera hemato-encefálica, por lo cual el SNC 
necesita una fuente independiente de colesterol, al igual de un sistema que permita su 
distribución y transporte a través de él (27). Se ha observado que se requiere de un 
balance entre la producción y la eliminación de dicho colesterol y los productos 
intermedios de degradación para un correcto aprendizaje, representado por LTP (28).  
En el SNC, la astroglía y microglía son los productores principales de APOE. Dicha 
producción se modula por medio de la presencia de citoquinas como IL-1, que aumenta 
la expresión de APOE y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-A) que tiene un efecto 
contrario (29). Las neuronas expresan principalmente los receptores de la familia LDL, 
sin embargo se ha demostrado que en situaciones de estrés, ellas mismas son capaces 
de producir APOE (30), e incluso de trasportar mRNA mensajero hasta las terminales 
dendríticas y axónicas para la modulación de la función sináptica (11;31). Ratones knock-
out para APOE tienden a ser más susceptibles a la muerte neuronal en  un modelo de 
epilepsia usando ácido kaínico, mostrando una mayor área de extensión del daño en 
hipocampo al igual que una mayor activación de la microglía (32). 
 En el humano, la APOE tiene tres isoformas designadas E2, E3 y E4. La isoforma E3 es 
la más común y se diferencia porque en los residuos 112 y 158 posee una cisteína y 
arginina respectivamente; E2 tiene cisteína en ambos sitios y E4 tiene arginina en dichos 
residuos (6;7;9;33). La isoforma E4 supone un factor de riesgo importante para 
desarrollar EA, pero la explicación biológica aun está en debate, e incluye la alteración en 
el transporte de APP, la inestabilidad sináptica y la alteración en el metabolismo de los 
lípidos (34). El alelo E4 no solo se ha relacionado con EA, sino también con la severidad 
o la discapacidad resultante del trauma craneocefálico, enfermedad Cerebro-Vascular, 
complicaciones de cirugía cardiovascular, EP, Esclerosis Lateral Amiotrófica, Esclerosis 
Múltiple, Neuropatía diabética, Apnea del Sueño, desordenes de Cuerpos de Lewy e 
Isquemia del SNC (6;27).  
Los procesos de reparación neuronal son necesarios a medida que transcurren los años. 
Los alelos E2 y E3 son efectivos en dicha reparación, mientras que el alelo E4 no lo es. 
Así mismo, el alelo E4 se ha asociado con una mala utilización de la glucosa en el SNC. 
Dicho alelo muestra una interacción aberrante entre los dominios de unión a lípidos y el 
de unión al receptor, lo que podría explicar su mal funcionamiento. Así mismo, E4 es la 
isoforma menos estable de las tres, desnaturalizándose a temperaturas menores y a 
concentraciones menores de urea y tiocianato de guanidino (35). Al parecer, la 
susceptibilidad a proteasas es diferente entre isoformas. La APOE E4 presenta menos 
sitios de clivaje en su porción N-terminal que sus contrapartidas E2 y E3, generando 
péptidos diferentes como producto final (36). Algunos autores han revelado que su 
inestabilidad podría acelerar los procesos apoptóticos, así como favorecer la 
acumulación de AB (37), mediante el incremento de su producción y un decremento en 
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su eliminación, e inclusive facilitar una neurodegeneración localizada en estructuras clave 
para la función cognitiva, como el hipocampo (38). Sin embargo, sus acciones no se 
limitan al contexto del AB, sino que también, su clivaje diferencial aumenta la lesión 
celular, se une a la mitocondria alterando su estructura e incrementa la fosforilación de 
proteína TAU (6;39).  
Se han adelantado algunas investigaciones in vitro para tratar de comprender el papel de 
APOE en el tráfico de colesterol entre células y vesículas lipídicas, como lo son las 
lipoproteínas de alta densidad (HDL). Haciendo uso de lipoproteínas artificiales, APOE 
E3 y E4 recombinante y colesterol marcado, se estudió la dinámica del flujo del colesterol 
hacia lipoproteínas artificiales. Los resultados arrojados muestran que APOE E4 
disminuye dicho flujo en mayor medida que la variante E3, siendo este efecto 
concentración-dependiente (40).  
Otro de los aspectos en los cuales se ha investigado es el tráfico intracelular de APOE 
una vez internalizado. Se ha demostrado que hay diferencias en el transporte 
citoplasmático entre las variantes E3 y E4, o dependiendo si la célula blanco es una 
neurona o un astrocito. Modelos in vitro de ambas células se han usado para dicho 
propósito. Mediante doble marcaje fluorescente y microscopía confocal, se demostró que 
APOE, tras 30 minutos, colocaliza en neuronas con rab5a, un marcador de endosomas 
tempranos, mas no lo hace en astrocitos. APOE E3 colocaliza en neuronas en un 9% con 
Cathepsin D, un marcador lisosomal, pero APOE E4 lo hace en un 87% (41).   
APOE también afecta en gran medida la estructura macroscópica del cerebro. Varios 
estudios imagenológicos revelan que la presencia del alelo E4 se relaciona con atrofia de 
la corteza entorrinal, amigdalina e hipocampal, atrofia general cerebral, hiperintensidad 
de la sustancia blanca y alteraciones en el metabolismo de la glucosa y flujo sanguíneo 
cerebral (42).  
En cuanto a su acción como una molécula señalizadora, las variantes de APOE 
presentan ciertas diferencias en la activación/inhibición de vías de señalización celular. 
Un ejemplo es la profunda inhibición de la vía canónica WNT por parte de APOE E4, 
inhibición que no es dada por las variantes E3 y E2, o que solo es observable cuando la 
APOE se produce endógenamente y no por adición desde el exterior celular (43). Por 
otra parte, la variación en la activación de vías como PKC-alfa no parece depender de la 
isoforma, ya que el tratamiento con E4 y E3 en conjunto con AB disminuyen la 
traslocación de los complejos PKC-alfa en cantidades similares y no afecta el 
procesamiento de APP en células SH-SY5Y (44). El receptor LRP1, uno de los 
receptores de APOE, parece jugar un papel importante en la supervivencia neuronal. 
Experimentos de silenciamiento con shRNA contra LRP1 han demostrado que la 
disminución en la expresión de dicha proteína conlleva a una disminución dramática en la 
expresión del receptor de insulina (IR) y de la forma activa o fosforilada de AKT (pAKT), 
disminución que es seguida de una fuerte susceptibilidad a la apoptosis ante eventos 
proapoptóticos como el retiro de los factores de crecimiento o la exposición a Aβ, que a 
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su vez se correlaciona con un aumento en la forma activada de caspasa 3 y la 
consiguiente apoptosis (45).  
Recientemente, se ha descrito que la APOE es susceptible de un clivaje diferencial. Al 
analizar cerebros humanos de genotipos homocigotos E3 y E4 se ha encontrando una 
fragmentación diferencial de la proteína APOE. Al parecer, el tamaño de los fragmentos 
se acerca a ~25 kDa, pero la distribución en fase soluble e insoluble es completamente 
diferente, siendo el fragmento de la APOE E3, 3-4 veces más soluble que el fragmento 
de su contraparte E4 (46). Un estudio más detallado ha determinado que los fragmentos 
de la variante E4 son más tóxicos que la proteína completa. En concreto, el fragmento 1-
272 al parecer es citotóxico, mientras que el fragmento 273-299 es protector. Esto 
responde a posiciones específicas en dichos fragmentos ya que estudios con mutaciones 
múltiples en el fragmento N–terminal (I250A, F257A, W264R, and V269A) en el cual se 
encuentra la región de unión a lípidos, abolió la toxicidad del fragmento 1-272. Por otra 
parte, una sola mutación en las posiciones L279Q, K282A, o Q284A, transforma el 
fragmento protector, en neurotóxico. Este mismo estudio también encontró que el 
fragmento 1-272 tiene la habilidad de unirse a la mitocondria y ejerce un efecto deletéreo 
sobre el potencial de membrana mitocondrial; este fragmento contiene la región de unión 
a lípidos y de unión a receptor y ambas son necesarias para ejercer este efecto tóxico 
sobre la mitocondria (47).  
Dicho efecto tóxico de APOE se contrarresta con la adición de proteína APOE de 
cualquier variedad al medio de cultivo, ya que al parecer, las moléculas completas 
compiten por los sitios de unión a los receptores, disminuyendo el efecto lesivo de los 
fragmentos (48). También se ha encontrado que el fragmento C-terminal (166-299) 
favorece la captación de Aβ40 y Aβ42, mientras que un fragmento más largo o la 
proteína completa, no tienen dicho efecto (49). Asimismo, se ha determinado que el 
fragmento 141-148 es capaz de inhibir la respuesta del receptor neuronal nicotínico de 
acetil-colina alfa 7 (a7 nAChR), y que al mutar un aminoácido específico de este receptor 
(Trp55), se pierde esta inhibición, lo que sugiere que es una interacción directa 
fragmento-receptor la causante de este fenómeno. Basándose en la estructura de una 
proteína ortóloga a este receptor, se ha podido predecir que el fragmento se uniría entre 
las dos subunidades del receptor, cerca del sitio de unión a ligando (50). 
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Figura 2. Interacción de la porción intracitoplasmática de los receptores de APOE con los 
diferentes segundos mensajeros de las vías de señalización intracelular. Los motivos 
NPxY se fosforilan para permitir la interacción con DAB1, la cual es capaz de iniciar la 
cascada de señalización PI3K y CRLK, consiguiendo estabilizar los microtúbulos y 
rearreglar el citoesqueleto. Además, PSD95 actúa como un puente entre el receptor de 
APOE y el receptor de glutamato NMDA, generando una entrada de Ca++ y activación de 
CREB, lo que favorece la plasticidad sináptica, el crecimiento neurítico y la formación de 
espinas dendríticas. 
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1.3. Células CAD 
Una de las líneas celulares que se usaron en este proyecto son las Células CAD, 
derivadas de un tumor mesencefálico de ratón. Estas fueron amablemente donadas por 
la Dra. Donna Chikaraishi (Duke University Medical Center, Durham, NC) al Dr. Gonzalo 
Arboleda, profesor asociado de la Universidad Nacional de Colombia y tutor de esta tesis.  
Las células CAD resultan de una variación de una primera línea celular, la células 
CATH.a obtenidas a partir de un tumor mesencefálico de un ratón transgénico, el cual 
expresaba el antígeno SV40 bajo el control transcripcional del promotor de la tirosina 
hidroxilasa (TH). Las células CATH.a son negativas al marcaje contra Proteína Ácida 
Glial Fibrilar (GFAP), expresan las enzimas β-hidroxilasa dopamina y Tirosina Hidroxilasa 
(TH) entre otros marcadores neuronales, tales como  proteínas de neurofilamentos y 
sinaptofisina. También es sabido que estas células sintetizan altos niveles de Dopamina 
y norepinefrina (51). Las células CATH.a poseen propiedades eléctricas dado que 
poseen canales voltaje-dependientes de potasio (52), sodio y calcio similares a los 
reportados en otras neuronas, lo que les confiere la capacidad de ser excitadas (53;54).  
Hacia finales de los años 90’s, es posible obtener una subpoblación de las células 
CATH.a que es capaz de diferenciarse adquiriendo una morfología similar a la neuronal 
mediante el cultivo en medio libre de suero fetal bovino (SFB). Estas células se 
denominaron CAD por el acrónimo en inglés CATH.a Differentiated. Las células CAD 
cultivadas en medio libre de SFB detienen el ciclo celular e inician un cambio morfológico 
consistente en la aparición de procesos neuríticos elongados con varicosidades 
incrustadas tanto al final como en el medio de dichos procesos, que pueden revertir 
completamente si se suplementa el medio con SFB nuevamente (Fig. 3). Estudios 
posteriores mostraron que las células CAD carecen del oncogén SV40 y que por razones 
desconocidas conservaron la inmortalidad. Además, las células CAD expresan 
marcadores neuronales específicos adicionales como marcadores de vesículas 
sinápticas, neuropéptido Y, proteína de las vesículas sinápticas 2, transportador 
monoamino vesicular subtipo 2, sinaptofísina, somatostatina, proteína asociada al 
sinaptosoma 25 (SNAP-25), la proteína asociada al crecimiento 43 (GAP-43), receptor de 
la somatostatina subtipo 2, sinaptotagmina, β-tubulina clase III, sintetizan L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y no expresan la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (55-
58). 
La supervivencia de las células CAD se regula de manera autocrina mediante la 
producción y secreción de Neurotrofina 3 (NT-3) y la expresión receptores Tirosina 
Cinasa C (TrkC) en la membrana, creando un loop auto-trófico. Está demostrado que el 
bloqueo de los receptores TrkC mediante anticuerpos provoca la apoptosis de las células 
CAD diferenciadas, mas no en las indiferenciadas. Este mismo efecto se obtuvo si se 
bloquea la acción del NT-3 soluble mediante anticuerpos (59).  
De esta forma, las características de las células CAD las convierten en un modelo celular 
apropiado para el estudio de enfermedades neurodegenerativas, pero también pueden 
llegar a propiciar estudios de diferenciación neuronal y los factores que afectan la misma.  
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Los aspectos técnicos del cultivo de las células CAD tales como tiempo de doblaje, 
medios usados y suplementos están descritos en el artículo publicado por Qi y 
colaboradores y se comentan con más detalle en los anexos de este texto.  
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Figura 3. Morfología típica de las Células CAD indiferenciadas y diferenciadas. A). 
Células CAD cultivadas en medio DMEM-F12 suplementado con Antibiótico (100 U/mL 
de Penicilina y 100 ug/mL de Estreptomicina) y 10% v/v de SFB. Las células permanecen 
en un estado indiferenciado y continúan su multiplicación. B). Células CAD tras cuatro 
días de cultivo en medio DMEM-F12 suplementado con Antibiótico y 50 ng/mL de 
Selenito de Sodio y en ausencia de SFB. Se observan los procesos dendríticos, 
varicosidades intra-dendríticas e inclusive algunos contactos de membrana similares a 
sinapsis. 
A) 
 
B) 
  
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CAPITULO II 
OBJETIVOS 
 
27 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL 
Analizar la función de la APOE, sus variantes y sus receptores en la diferenciación y 
balance de supervivencia/muerte usando como modelo una línea celular neuronal. 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Caracterizar el patrón de arborización dendrítica normal en la línea celular CAD 
usando software de análisis de imágenes neuronales. 
2. Cuantificar de manera relativa la expresión de receptores de APOE a lo largo del 
proceso de diferenciación en la línea celular CAD. 
3. Determinar el efecto de la proteína APOE y sus variantes sobre el metabolismo 
mitocondrial en células CAD. 
4. Determinar el efecto de la proteína APOE y sus variantes sobre la acción 
apoptótica de C2-ceramida en células CAD. 
5. Verificar la contribución de la vía de supervivencia celular PI3K/AKT en el efecto 
conferido por las variantes de la proteína APOE. 
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3.1. MATERIALES Y MÉTODOS 
Cultivos Celulares: Las Células CAD y SH-SY5Y fueron cultivadas en medio DMEM/F12 
suplementado con 10% de suero bovino fetal, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 
ug/mL en platos de cultivo estándar, en una incubadora con medio humidificado y una 
concentración de CO2 al 5% y temperatura de 37 ºC. Las Células se sometieron a pases 
cada 3-4 días o cuando alcanzaron una confluencia del 70-80% y transferidas a medio 
fresco. Para inducir la diferenciación, las Células CAD fueron sembradas en medio 
DMEM/F12 sin adición de suero; suplementado con Selenita de Sodio 50 ng/mL y 
antibiótico. Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de proteína APOE 
Recombinante y a sus diferentes isoformas una vez alcanzada la diferenciación. 
Conteo Celular: Las células se despegan y re-suspenden usando Tripsina al 0.25% p/v 
en una solución de PBS y EDTA 0.1% p/v, se toma una muestra de la suspensión y se 
diluye en una solución de azul de Tripán al 0.4% en una proporción de 1:1. Se colocan 10 
μl en un hemocitómetro y se realiza el conteo en cuatro de los cuadrantes del 
hemocitómetro y se realiza el cálculo del número de células. Las células viables no 
toman la coloración azul, a diferencia de las células no viables. 
Medición de la Arborización dendrítica: Las células fueron cultivadas como arriba se 
mencionó, se fijaron en paraformaldehído al 4% v/v en PBS durante 10 minutos. 
Posteriormente, se realizó una tinción de alto contraste (Papanicolaou, Giemsa) que 
permitió obtener imágenes de la arborización dendrítica. Las imágenes fueron 
procesadas usando el programa Neuronmetrics (60). Este programa es una herramienta 
Java que se añade al conocido programa de análisis de imágenes ImageJ ®, y genera 
algoritmos para la medición de la longitud, el número y orden de las ramificaciones y el 
perímetro total de la neurona. 
Ensayos de viabilidad: La viabilidad de las células fue evaluada mediante dos técnicas 
descritas brevemente a continuación: Ensayo MTT. Las células CAD fueron sembradas 
a una confluencia de 7000 células por pozo, mientras que las células SH-SY5Y fueron 
sembradas a 21000 células por pozo en placas de 96 pozos. Se cultivaron durante cuatro 
días en medio de diferenciación. Posterior a la exposición de las células a las proteínas 
recombinantes y/o a las toxinas, se agregaron 20 uL de solución MTT a cada pozo y se 
incubó durante 2 horas. Entonces, los cristales de formazán formados gracias al 
metabolismo mitocondrial fueron solubilizados con 100 uL Solución de Lisis MTT (ver 
protocolo anexo) y se cuantifico la absorbencia por espectrofotometría a 590 nm. Los 
valores de absorbencia de los tratamientos se compararon con los valores de 
absorbencia de los controles. Ensayo LDH. Para este ensayo se utilizó el kit “CytoTox 
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay” (Promega® Cat. No. G1781) el cual permite 
cuantificar de manera relativa la cantidad de enzima lactato deshidrogenasa liberada al 
medio de cultivo. Para el uso de este producto se siguieron las instrucciones emitidas por 
el fabricante.  
Extracción y cuantificación de la concentración de proteínas: Las células fueron 
cultivadas en placas de 6 pozos. Se lisan en frio usando buffer de lisis RIPA 
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suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA Free. Roche) y 
fosfatasas (PhosphoStop. Roche). Los lisados se centrifugan a 7200g por 10min a 4°C, y 
el sobrenadante se alícuota y se almacena a -20°C. La concentración de proteína de 
cada muestra se determina usando el ensayo de Ácido Bicinconínico (BCA Protein 
Assay, Pierce) de acuerdo a las instrucciones del productor. Se construyen curvas 
estándar para proteína mediante dilución de BSA (2mg/ml) en PBS a una concentración 
final de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 y 32.25 ug/mL. Se hace una mezcla de reactivos 
del kit y muestra en una proporción 20:1, se incuba a 37 °C durante 30 minutos, y la 
absorbencia se mide mediante espectrofotometría en placas de 96 pozos o en fibra 
óptica (NanoDrop, NanoVue) a una longitud de onda 570 nm. 
SDS-PAGE de las muestras de proteína: Se utiliza una cámara de electroforesis 
BIORAD mini PROTEAN III  para la separación de proteínas de acuerdo a su tamaño en 
geles SDS-poliacrilamida en gradiente de 6-20%. El gel se coloca entre dos placas de 
vidrio separadas por espaciadores de 0.75mm en un soporte vertical. Luego de la 
polimerización del gel, este se coloca en tanques de electroforesis y se cubre con buffer 
de corrido. Las muestras de proteína (20 ug en total por línea) diluidas en buffer Laemmli 
y marcadores de proteína pre-marcados se colocan en los pozos y se lleva a cabo la 
electroforesis a 50V hasta el límite entre gel de concentración y gel de separación, y en 
adelante a 100V hasta alcanzar la migración requerida. 
Detección de proteínas por Western blotting: Luego de la electroforesis, las proteínas 
se transfieren a membranas de nitrocelulosa usando una cámara de transferencia 
BIORAD Mini Trans-Blot. El gel se cubre con la membrana de nitrocelulosa que se coloca 
entre papel Whatmann y dos esponjas de filtración. El ensamblaje se colocará en un 
cassette de soporte, se insertan en el tanque lleno de buffer de transferencia, con la 
membrana de nitrocelulosa mirando hacia el ánodo. La transferencia se lleva a cabo por 
1h a 100V o a lo largo de la noche a 15V. Luego de la transferencia, la membrana se 
remueve del ensamblaje y se incuba en buffer de bloqueo (5% leche descremada en TBS 
con 0.1% (v/v) Tween-20 (TBS-T)) por 1h o a lo largo de la noche a 4°C hasta que se 
utilice posteriormente. La membrana de nitrocelulosa se incuba con 5ml de la solución 
apropiada de anticuerpos primarios en buffer de bloqueo por 2h o a lo largo de la noche a 
4ºC, se lava 3 veces en TBS-T (5min/lavado). Los anticuerpos primarios Anti-LDL fueron 
obsequiados por el Dr. Joachim Herz (University of Texas) y los anticuerpos Anti-LRP1 y 
Anti-VLDLR fueron obsequiados por el Dr. Jörg Heeren (Universitätsklinikum Hamburg), 
El anticuerpo Anti-APOER2 fue adquirido de SantaCruz Biotechnolgy. El anticuerpo unido 
se visualiza mediante incubación de la membrana con el anticuerpo secundario 
específico por 1h a temperatura ambiente y se lava luego 3 veces con TBS-T 
(10min/lavado). El anticuerpo secundario unido se detecta usando quimioluminiscencia 
(ECL). La membrana se incuba con una mezcla 40:1 de los reactivos A y B de ECL por 
1min, y se expone a una película sensible a la luz para visualizar los productos de 
quimioluminiscencia. Las bandas en la placa se escanean utilizando un analizador de 
imágenes y se cuantifica su densidad relativa con respecto a un control interno. 
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Inmunofluorescencia: Las células fueron sembradas en placas de seis pozos 
conteniendo un cubreobjetos tratado con Poly-L-Lisina para mejorar la adherencia celular 
(ver protocolo anexo). Las células CAD se cultivaron en medio de diferenciación por 4 
días. Se realizó fijación usando paraformaldehído al 4% en PBS. Para asegurar la 
penetración del anticuerpo a las células, se permeabilizó la membrana usando PBS + 
BSA 1% + Tritón X100 0.1% por 1 minuto. Se lavó tres veces con PBS y se procedió a 
bloquear durante una hora usando PBS + BSA 1%. Posteriormente, los cubreobjetos 
fueron incubados con anticuerpos primarios dirigidos contra LDLR, VLDLR y APOER2. 
Los anticuerpos secundarios usados fueron AlexaFluor-488 (Anti-ratón) y AlexaFluor-568 
(Anti-conejo). Se lavó tres veces con PBS + BSA 1% y se colocaron en portaobjetos 
conteniendo 25 uL de medio de montaje Vectashield® (Vector Labs). Las láminas fueron 
observadas bajo microscopio de fluorescencia Olympus BX41 y las fotografías fueron 
tomadas con cámara digital genérica. 
Análisis de vía PI3K/AKT: El kit Phspho-Akt Pathway Sampler se adquirió de Cell 
Signaling Tecnology Labs (Cat. No. 9916) el cual contiene varios anticuerpos capaces de 
reconocer proteínas activadas mediante fosforilación pertenecientes a esta vía. La 
detección de estas proteínas se realizará mediante Western Blot. La activación de la vía 
fue analizada como la relación entre la densidad óptica de las bandas de AKT fosforilado 
sobre AKT total.  
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4.1. RESULTADOS 
4.1.1. Algunos receptores de APOE se expresan sobre la membrana de las células 
CAD y su expresión aumenta con la diferenciación neuronal. 
Las células CAD y las células SH-SY5Y fueron cultivadas de la siguiente manera: 
Células CAD: Se sembraron 250.000 células por pozo en placas de seis pozos estándar. 
Las cajas fueron pre-tratadas con Poli-D-Lisina (ver protocolo anexo) para mejorar la 
adherencia de las células. El medio de cultivo de crecimiento (DMEM-F12, 10% SFB, 100 
U/mL de Penicilina, 100 ug/mL de Estreptomicina) fue reemplazado por medio de cultivo 
de diferenciación (DMEM-F12, 100 U/mL de Penicilina, 100 ug/mL de Estreptomicina, 50 
ng/mL Selenito de Sodio) y se permitió a las células adquirir el fenotipo neuronal durante 
uno a cuatro días. Las células fueron sembradas en días secuenciales hasta cuatro días 
para evaluar la expresión de los receptores LDLR, APOER2 y VLDLR. 
Las células fueron lisadas a los cero (control), uno, dos tres y cuatro días de 
diferenciación usando buffer RIPA en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas 
(ver protocolo anexo). Las proteínas fueron cuantificadas usando el método de Ácido 
Bicinconínico (BCA) para normalizar la cantidad de proteína total (Ver protocolo anexo). 
Células SH-SY5Y: Se sembraron 750.000 células por pozo en placas de seis pozos 
estándar. El medio de cultivo de crecimiento (DMEM-F12, 10% SFB, 100 U/mL de 
Penicilina, 100 ug/mL de Estreptomicina) fue reemplazado por medio de cultivo de 
diferenciación (DMEM-F12, 100 U/mL de Penicilina, 100 ug/mL de Estreptomicina, 50 
ng/mL Selenito de Sodio). Las células fueron sembradas durante cero (control), dos y 
cuatro días. Las células fueron lisadas usando buffer RIPA en presencia de inhibidores 
de proteasas y fosfatasas (ver protocolo anexo). Las proteínas fueron cuantificadas 
usando el método de Ácido Bicinconínico (BCA) para normalizar la cantidad de proteína 
total (Ver protocolo anexo). 
Se usaron 30 ug de proteína total para realizar Western Blot contra las proteínas LDLR, 
VLDLR y APOER2 en extractos de células CAD y SH-SY5Y. Fue posible observar la 
expresión de la proteína LDLR en células CAD (Fig. 4A, 4B) mas no en células SH-SY5Y 
(Fig. 4C). Además, la expresión de LDLR aumenta a lo largo de la diferenciación de 
células CAD, alcanzando hasta 2,5 veces la expresión de dicha proteína con respecto al 
estado indiferenciado (Fig. 4A, 4B). No fue posible detectar expresión de proteínas 
APOER2 o VLDLR en células CAD o SH-SY5Y (datos no mostrados). 
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Figura 4. Expresión de los receptores LDLR en células CAD y SH-SY5Y. A). Western 
Blot usando anticuerpos anti-LDLR en muestras de proteína de células CAD 
(Cont=Control; 1st-4th=Primer-Cuarto día de Diferenciación, B=Cerebro de Rata). Se 
muestra como la expresión de dicho receptor aumenta con la diferenciación neuronal. B). 
Análisis por densitometría. La expresión del receptor se reporta con respecto al control. 
C). Western Blot usando anticuerpos anti-LDLR en muestras de proteína de células CAD 
y SH-SY5Y (1st-4th=Primer-Cuarto día de Diferenciación). Se observa la presencia de 
receptor LDLR en extractos de células CAD pero no en extractos de células SH-SY5Y. El 
WB en contra de actina corrobora la presencia de  proteína en ambos casos. (* p < 0,05; 
** p < 0,01).  
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La expresión de LDLR también fue evaluada mediante inmunofluorescencia (ver 
protocolo anexo) sobre células CAD. Para este experimento, las células fueron 
sembradas en cajas estándar de seis pozos que contenían laminillas tratadas para 
mejorar la adherencia de las células. (Ver protocolo anexo). Se sembraron 250.000 
células por pozo y se les permitió una diferenciación completa durante cuatro días; otros 
pozos fueron sembrados el mismo día del procedimiento de inmunofluorescencia como 
control.  
Se observó una clara expresión de la proteína LDLR en células indiferenciadas y 
diferenciadas (Fig. 5A, 5B), sin embargo no fue posible detectar las proteínas VLDLR o 
APOER2  en células CAD (datos no mostrados). 
Figura 5. Inmunofluorescencia usando anticuerpo primario anti-LDLR y secundario anti-
conejo conjugado con Alexa-Fluor 568. Se observa una distribución global de la 
fluorescencia, tanto en A) CAD indiferenciadas como en B) CAD diferenciadas. 
A B
Figura 5. Inmunofluorescencia usando anticuerpo primario anti-LDLR y 
secundario anti-conejo conjugado con Alexa-Fluor 568. Se observa una 
distribución global de la fluorescencia, tanto en A) CAD indiferenciadas 
como en B) CAD diferenciadas.
 
4.1.2. Medición de la Arborización Dendrítica en células CAD. 
Uno de los parámetros más usados para evaluar la toxicidad sobre neuronas es la 
arborización dendrítica. Esta es la primera vez que se realiza este tipo de estudios sobre 
esta línea celular, de tal manera que la serie de experimentos a continuación hacen parte 
del proceso de estandarización del modelo celular para estudiar toxicidad, especialmente 
aquellos eventos que no conllevan a muerte celular, sino a una degeneración dendrítica.  
Tres parámetros fueron medidos: 1) longitud dendrítica promedio, 2) número de 
ramificaciones promedio y 3) número de procesos primarios promedio. Estos parámetros 
fueron medidos durante los cuatro días de diferenciación neuronal (Ver protocolo anexo). 
Las imágenes fueron analizadas usando un complemento Java para el programa ImageJ 
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) (60) que mediante algoritmos de contraste entre pixeles crea un 
esqueleto neuronal, el cual se sobrepone sobre la predicción del área del soma. Una vez 
realizado el esqueleto y calculado el área correspondiente al cuerpo neuronal, el 
programa compara el número de pixeles incluidos dentro del esqueleto y compara la 
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longitud con un patrón previamente insertado, logrando así el cálculo semiautomático de 
las longitudes dendríticas entre otros parámetros (Fig. 6). 
Figura 6. Imágenes procesadas por el complemento Neuronmetrics® para la medición 
dendrítica. En azul se observa el perímetro del área calculada para el cuerpo neuronal. 
En verde marca el esqueleto neuronal que correspondería a procesos dendríticos. En 
amarillo se indica el perímetro del área ocupada por la neurona analizada.  
 
 
La longitud dendrítica promedio incrementa de manera significativa hacia el día cuarto de 
diferenciación desde 30 µm hasta 50 µm aproximadamente (Fig. 7A). Sin embargo, es 
posible observar que existe una enorme variación entre los valores de longitud 
correspondientes a un mismo día. Esto hace que encontrar diferencias significativas 
entre los experimentos sea difícil. Sin embargo, observamos que la longitud dendrítica 
total en el cuarto día es significativamente diferente con respecto a los otros periodos de 
diferenciación. (Fig. 7A). 
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Figura 7. Patrón de arborización dendrítica normal de las células CAD durante la 
diferenciación. A) Medición de la longitud dendrítica promedio en micrómetros de cada 
día de diferenciación de las células CAD. B) Conteo de total de ramificaciones promedio 
en las Células CAD durante su diferenciación. C: Conteo de procesos primarios promedio 
en las Células CAD durante su diferenciación. (** p < 0,01; *** p < 0,001) 
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Asimismo, el número de ramificaciones parece aumentar a lo largo del proceso de 
diferenciación, llegando a un promedio de cuatro en total, en comparación con las dos 
ramificaciones iniciales. Sin embargo, una vez más el número de ramificaciones es 
variable. Se observan diferencias significativas hacia el día cuarto de diferenciación en 
comparación con los días primero y segundo. Igualmente se observan diferencias 
significativas entre el día tercero y primero (Fig. 7B).  
En contraste, el número de procesos primarios permanece constante a lo largo de la 
diferenciación. La mayoría de las células tienen una morfología bipolar, que se conserva 
durante su cultivo (Fig. 7C). 
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4.1.3. El tratamiento con las diferentes isoformas de APOE ejerce un efecto 
diferencial sobre el metabolismo mitocondrial en células CAD, mas no en 
SH-SY5Y.  
En primera instancia se realizó un ensayo MTT usando varias dosis y tiempos de 
exposición de las células CAD a la isoforma E4. En placa de 96 pozos se sembraron 
7000 células/pozo, conteniendo 200 uL de medio de diferenciación. Se permitió la 
diferenciación de las células CAD durante 4 días para asegurar la presencia aumentada 
de receptores LDLR como se observó anteriormente. Entonces, se agregó proteína 
recombinante correspondiente a la isoforma E4 de APOE alcanzando concentraciones 
finales de 1ug/mL, 10ug/mL, 20ug/mL y 50ug/mL.  Los tiempos de tratamiento se fijaron 
en 12 horas y 24 horas. Una vez completado el tiempo de tratamiento, se agregó 20 uL 
de solución MTT al medio de cultivo. Se incubó durante 2 horas a 37 °C y posteriormente 
se hizo disolución de los cristales de Formazán en 100 uL de Buffer de Lisis MTT y se 
realizó la lectura en espectrofotómetro de placas (Ver Protocolo Anexo). 
Se observó que el tratamiento con la isoforma E4 de APOE genera un incremento en el 
metabolismo mitocondrial de la sal de MTT el cual es dependiente del tiempo de 
exposición al igual que de la dosis. La exposición a 10 ug/mL durante 24 horas es 
suficiente para causar un incremento significativo en dicho metabolismo, mientras que 
exposiciones de 12 horas requieren dosis de hasta 20 ug/mL para alcanzar valores 
similares. (Fig. 8).  
El tratamiento con APOE4 no modificó la morfología normal de las células CAD en 
ninguna dosis o tiempo de tratamiento (Fig. 9). 
Teniendo en cuenta los resultados del ensayo arriba mencionado, se fijaron dosis de 10 
ug/mL en tiempos de exposición de 24 horas y 48 horas para todos los ensayos 
posteriores. 
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Figura 8. Ensayo MTT tras la exposición de las células CAD a diferentes 
concentraciones de APOE E4 durante 12 horas (azul) o 24 horas (rojo). Se puede 
observar un incremento significativo en el metabolismo del MTT a 10 ug/mL a las 24 
horas, o a 20 ug/mL a las 12 horas. (*** p < 0,001) 
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Figura 9. La morfología de las células CAD diferenciadas no se ve alterada con el 
tratamiento con la isoforma E4 de la APOE. 
Control
12 h 1ug/mL
12 h 10 ug/mL
12 h 20 ug/mL
12 h 50 ug/mL
24 h 1 ug/mL
24 h 10 ug/mL
24 h 20 ug/mL
24 h 50 ug/mL
 
Para verificar el efecto de cada una de las variantes de APOE, se realizaron ensayos 
MTT exponiendo a las células CAD a las tres isoformas de la proteína APOE. Mediante 
este ensayo se determinó que la exposición de las células CAD a una dosis de 10 ug/ml 
de APOE E3 y E4 aumenta el metabolismo mitocondrial de este sustrato hasta en un 
50% a las 48 horas de tratamiento. Por el contrario, la exposición a APOE E2 reduce la 
actividad entre un 40 y 50% comparando los tratamientos con células control que no 
recibieron proteína recombinante (Fig. 10A). 
Estos experimentos también fueron realizados sobre células SH-SY5Y. Usando placas 
de 96 pozos se sembraron 21.000 células/pozo, conteniendo 200 uL de medio de 
diferenciación. Se permitió a las células permanecer en este medio durante 4 días. Se 
hicieron tratamientos con las tres variantes de APOE a una dosis de 10 ug/mL de APOE 
durante 24 y 48 horas de exposición. Sin embargo, a diferencia de las células CAD, las 
células SH-SY5Y no muestran ninguna actividad mitocondrial diferencial tras el 
tratamiento con las variantes de APOE (Fig. 10B). Es probable que estos resultados sean 
consecuencia de la ausencia de receptor LDLR en esta línea celular (Fig. 4C). 
 
41 
 
Figura 10. Porcentaje de metabolismo de MTT relativo al control en células CAD y SH-
SY5Y. A) Los tratamientos con las diferentes isoformas causan una variación en el 
metabolismo mitocondrial de las células CAD. La isoforma E2 causa una reducción en 
dicho metabolismo cercano al 50% a las 48 horas de tratamiento, mientras que las 
isoformas E3 y E4 ejercen un efecto contrario (*** p < 0,001); B) Porcentaje de 
metabolismo de MTT relativo al control en células SH-SY5Y. Tras los tratamientos con 
las diferentes isoformas de APOE a 10 ug/mL durante 24 o 48 horas no se observa 
efecto diferencial significativo. 
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4.1.4. Las diferencias observadas en el metabolismo del MTT corresponden a 
modificaciones en la actividad mitocondrial y no a procesos de 
muerte/división celular. 
Las variaciones en el metabolismo del MTT pueden ser causadas por múltiples eventos, 
entre ellos encontramos la división o la muerte celular al igual que procesos de mitofagia 
y fusión-fisión mitocondrial. Para descartar procesos de muerte o división celular 
generados por APOE que expliquen el comportamiento del metabolismo del MTT 
observado en las células CAD con el tratamiento con las diferentes isoformas de APOE 
se realizó un  ensayo de medición de Lactato Deshidrogenasa (LDH) libre en el medio de 
cultivo, mediante el kit comercial (“CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay” 
Promega® Cat. No. G1781) (ver protocolo anexo).  
La liberación de LDH no varió de manera significativa cuando se las células son 
expuestas a las diferentes isoformas de APOE durante 48 horas a una concentración de 
10 ug/mL (Fig. 11) lo que comprueba que la variación encontrada en los ensayos MTT 
tras el tratamiento con las diferentes isoformas de APOE no se explica por eventos de 
división o muerte celular, sino tal vez por fenómenos propios de la mitocondria, como 
fusión-fisión, mitofagia o variaciones en el potencial de membrana mitocondrial. 
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Figura 11. Medición de LDH libre en el medio tras el tratamiento de células CAD a 10 
ug/mL durante 48 horas. No se observan diferencias significativas en los tratamientos 
con las diferentes isoformas con relación al control sin tratamiento. (LISIS: Liberación 
máxima de LDH; * p < 0,05).  
C
on
tr
ol
E
2 
48
h
E
3 
48
h
E
4 
48
h 
LY
S
IS
0
50
100
150
%
 o
f 
F
re
e
-L
D
H
*
Control          E2              E3              E4            Lisis
%
 L
ib
e
ra
c
io
n
d
e
 L
D
H
 
 
4.1.5. El tratamiento con APOE E2 es protector contra la acción pro-apoptótica de 
la ceramida. 
Es bien conocido que los portadores del alelo E2 de la APOE tienen un riesgo disminuido 
de sufrir enfermedades neurodegenerativas como la EA. Sin embargo, los mecanismos 
moleculares de esta protección no han sido dilucidados por completo. Por otra parte, se 
sabe que la ceramida es un potente inductor de apoptosis en neuronas y que podría 
tener un papel importante en la génesis de las enfermedades degenerativas del SNC (61-
64). Con base en lo anteriormente postulado, se decidió observar el efecto del 
tratamiento con las diferentes isoformas de APOE cuando la célula es sometida a un 
contexto neurotóxico inducido por C2-ceramida. Para este experimento se sembraron 
7.000 células CAD por pozo en placas de 96 pozos en medio de diferenciación por 4 
días. Posteriormente se agregaron las diferentes isoformas de APOE a una 
concentración de 10 ug/mL. Pasadas 24 horas se agregó ceramida a una concentración 
de 10 uM y se permitió actuar durante 24 horas adicionales, dosis que en trabajos 
previos se ha determinado como LD50. Al final de los tratamientos se procedió a realizar 
ensayo MTT para determinar el nivel de metabolismo mitocondrial (viabilidad celular) y 
relacionarlo con una posible protección celular conferida por alguna de las isoformas.  
El tratamiento con APOE E2 previo a la exposición a C2-ceramida ejerció un discreto 
pero significativo efecto protector en contra de la muerte celular generada por esta toxina 
endógena, mientras que las isoformas E3 y E4 no protección o muerte adicional (Fig. 12). 
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Figura 12. Ensayo MTT en el cual se observa una discreta protección cuando se trata las 
células CAD diferenciadas con 10 ug/mL de la isoforma E2 de la APOE durante 24 horas 
previamente a la adición de una DL50 de ceramida. (* p < 0,05) 
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4.1.6. La vía de señalización PI3K/Akt está involucrada en el efecto diferencial de 
las isoformas de APOE sobre el metabolismo mitocondrial. 
La vía de señalización PI3K/Akt desempeña un papel crucial en dos grandes aspectos de 
la fisiología neuronal: la supervivencia y el metabolismo. La activación de esta vía de 
señalización y sus blancos corriente abajo generan diferenciación neuronal supervivencia 
celular, inhibe la apoptosis, potencia el catabolismo de glucosa; su inhibición favorece la 
apoptosis y la autofagia.  
Para dilucidar el efecto de las variantes de APOE sobre la actividad de esta vía, las 
células fueron tratadas con las diferentes isoformas de APOE durante varios tiempos de 
exposición. La actividad de la vía fue evaluada mediante WB contra la forma fosforilada 
(activa) de la proteína Akt (Ser473).  
La exposición de las células CAD diferenciadas a la isoforma E2 de APOE tiende a 
disminuir la fosforilación de la proteína Akt, hecho que es más evidente tras una hora de 
tratamiento. De manera contraria la isoforma E4 al parecer genera una sobreactivación 
de la proteína Akt con respecto al control sin tratamiento (Fig. 13). Estos hallazgos son 
coincidentes con lo evidenciado en el ensayo MTT, ya que es sabido que la activación de 
la vía Akt promueve y acelera procesos metabólicos mitocondriales. (63;65) 
Figura 13. Análisis de la activación de la vía PI3K/Akt mediante Western Blot. Las células 
CAD se trataron con las diferentes isoformas de APOE a 10 ug/mL durante 1, 6 y 24 
horas. Las proteínas fueron extraídas y se determino la forma fosforilada (Akt-P) y total 
de Akt. Arriba: Se observa una disminución parcial en la fosforilación de Akt en células 
tratadas con la isoforma E2;  contrariamente se observa una mayor fosforilación de Akt 
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con la isoforma E4. Abajo: Densitometría de WB: cociente Akt fosforilado sobre Akt Total 
(AKT-P/AKT total) y los valores fueron comparados con relación al control.  
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CAPITULO V 
DISCUSIÓN Y PERSPECTIVAS 
 
46 
 
5.1. DISCUSIÓN 
Desde hace décadas es sabido que aquellas personas portadoras del alelo E4 de la 
APOE tienen un riesgo adicional de padecer EA al envejecer y son muchos los artículos 
que han reportado la asociación genética de esta variante de APOE y la aparición de 
esta enfermedad neurodegenerativa. Sin embargo, es poco el conocimiento que se tiene 
de la fisiopatología de esta y otras entidades y su relación con dichas proteínas a nivel 
celular y molecular.  
En este trabajo observamos que los modelos celulares nos permiten revelar algunas 
particularidades del comportamiento de la APOE y sus variantes, pero de igual modo 
logramos comprender que la escogencia del modelo celular es crucial para la posible 
develación de los mecanismos fisiopatológicos. En este trabajo se utilizaron dos líneas 
celulares. Una de ellas, la línea celular CAD la cual proviene de un tumor mesencefálico 
de ratón. Esta es una de las pocas líneas neuronales de origen central que existen y que 
probablemente comparte más características con las neuronas centrales que otras líneas 
celulares.  También usamos la línea SH-SY5Y proveniente de un neuroblastoma 
humano, proveniente un tumor de células neuronales periféricas. Usando esta línea 
celular se obtuvieron resultados totalmente diferentes a los observados en células CAD.  
Cuando se estudió la presencia de receptores de APOE en ambas líneas celulares fue 
posible determinar que la proteína LDLR está presente en células CAD con una mayor 
expresión hacía el término de la diferenciación, mas no lo está en células SH-SY5Y, lo 
cual podría explicar la respuesta nula de las células SH-SY5Y a las diferentes variantes 
de APOE. 
Por otra parte, se decidió estudiar el patrón normal de ramificación dendrítica que 
adquieren las células CAD durante su diferenciación. En muchas ocasiones, los eventos 
neurotóxicos o inductores de supervivencia no afectan de manera significativa el número 
de células vivas o apoptóticas, sino que modifican discretamente las uniones sinápticas o 
los patrones dendríticos alterando la fisiología de la neurona sin llegar a modificar la 
viabilidad celular como tal. Dado que las células CAD son relativamente nuevas, se 
pretende verificar sí el patrón de ramificación puede usarse como indicador de “bienestar 
neuronal”. Se realizaron mediciones de tres aspectos diferentes de la morfología 
neuronal durante los cuatro días de diferenciación: promedio de longitud dendrítica total, 
promedio de número de procesos primarios y promedio de número total de procesos. Los 
resultados obtenidos revelan una enorme variabilidad que hace muy difícil la 
comparación entre experimentos. El promedio de longitud dendrítica total tiene una 
tendencia hacia el aumento con respecto a la diferenciación neuronal, alcanzando una 
diferencia significativa solamente hasta el día cuarto. De igual manera, el promedio de 
número total de procesos tiene una tendencia a ser mayor hacia el final de la 
diferenciación, siendo la diferencia significativa desde el segundo día de cultivo. Sin 
embargo, el número total de procesos primarios se mantiene constante a lo largo de todo 
el proceso de diferenciación. La gran mayoría de neuronas cuenta con dos procesos 
primarios ubicados en polos opuestos de la neurona constituyéndose como neuronas 
bipolares.  
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Es interesante que la expresión de receptores LDLR aumente hacia el final de la 
diferenciación, al igual que los procesos neuríticos. Esta coincidencia podría estar 
explicada por el hecho de que la diferenciación, y con ella, el aumento de los procesos 
neuríticos, genera requerimientos de lípidos, especialmente colesterol y fosfolípidos que 
serán usados en la síntesis de nueva membrana celular. En un contexto in vivo, sería la 
APOE la encargada de acarrear dichos lípidos creados en el exterior de la neurona, y los 
receptores de membrana de APOE serían necesarios para la internalización y el 
procesamiento de estos componentes de membrana que provienen del exterior, 
generalmente, de células gliales.  
Siendo mayor la expresión de la proteína LDLR en el día cuarto de diferenciación, se 
decidió que este sería el mejor momento para agregar la proteína APOE al medio de 
cultivo. Los resultados obtenidos en los ensayos MTT y LDH realizados a las células 
CAD tras el tratamiento con APOE recombinante revelan que estas proteínas logran 
ejercer algún efecto sobre el metabolismo mitocondrial sin llegar a alterar la viabilidad de 
la célula como tal. Varios estudios han demostrado que APOE E4 es clivada de manera 
diferencial por proteasas intracelulares y que estos fragmentos  co-localizan con 
marcadores mitocondriales (66;67).  
Si bien aún no se ha determinado qué hacen estos fragmentos en la mitocondria, es 
probable que actúen como desacopladores de la cadena respiratoria, acelerando por 
tanto la catálisis efectuada por complejos I a IV, explicando el incremento en el 
metabolismo de las sales de tetrazolio observada en el ensayo MTT. Las células SH-
SY5Y no expresaban la proteína LDLR y no mostraban efecto alguno al agregar proteína 
recombinante. Ninguna de las dos líneas celulares expresan receptores APOER2 o 
VLDLR. Creemos que las células SH-SY5Y al carecer de proteína LDLR están 
incapacitadas para reconocer la proteína APOE y eso explicaría la ausencia de efecto 
mitocondrial al agregar la proteína recombinante al medio de cultivo.  
También observamos que el tratamiento con la isoforma E2 de la APOE ejerce un 
discreto efecto protector en contra de la apoptosis generada por C2-ceramida en células 
CAD. La ceramida es un lípido endógeno que es metabolizado rápidamente; sin 
embargo, cuando las concentraciones de esta suben, la célula dispara diversos 
mecanismos apoptóticos utilizando diferentes vías moleculares (61;63;64). Los 
portadores de alelos E2 de la APOE tienen un riesgo disminuido de padecer EA (1;3;4) el 
cual podría ser explicado, al menos en parte por el efecto anti-apoptótico conferido por la 
APOE E2. Sin embargo, los mecanismos moleculares de esta protección aun se 
desconocen y es claro que los fenómenos apoptóticos presentes en las enfermedades 
neurodegenerativas son múltiples y diversos, lo que explica que la protección ejercida por 
APOE E2 sea parcial. 
En cuanto a la vía de señalización PI3K/Akt, es sabido que su activación acelera 
procesos catabólicos que culminan en la generación de ATP y asimismo se promueven 
vías antiapoptóticas mediante activación de proteínas como Bcl2 y Bcl-Xl, o también la 
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diferenciación neuronal y la supervivencia, favoreciendo la transcripción de genes 
implicados en dichas funciones (62;63;65).  
En nuestros experimentos observamos que la exposición de las células CAD a APOE E2 
disminuye la actividad de la vía PI3K/Akt, y que por el contrario, el tratamiento con la 
isoforma E4 de la APOE promueve la activación de esta misma vía. Estos hallazgos son 
coherentes con lo encontrado mediante MTT, donde vemos que la isoforma E4 acelera el 
metabolismo mitocondrial mientras que la variante E2 genera lo contrario.  
Teniendo en cuenta los hallazgos anteriormente expuestos, postulamos la hipótesis que 
las isoformas de APOE, al menos en la línea celular CAD, ejercen un efecto diferencial 
sobre el metabolismo mitocondrial y que este evento contribuye a la apoptosis o a la 
supervivencia de la neurona dependiendo de la variante a la cual se expongan las 
neuronas. Esto es debido a al menos dos factores diferentes pero que confluyen en la 
mitocondria como blanco final.  
En primera instancia, hemos demostrado que la exposición de las células CAD a APOE 
puede cambiar el estado de activación de la vía PI3K/Akt. En el contexto de la exposición 
a la isoforma E4, vemos que la fosforilación de Akt aumenta y que por tanto sus blancos 
corriente abajo también lo hacen. Uno de estos blancos es la Hexocinasa (HK), enzima 
que cataliza la conversión de Glucosa en Glucosa 6-fosfato, la cual también es la enzima 
clave de la vía glicolítica, controlando la velocidad de la cadena de reacciones 
subsecuentes. El piruvato producido por la glicólisis es el principal inductor de la Piruvato 
Deshidrogenasa, cuyo producto es el  Acetil CoA. Este exceso de Acetil CoA induce al 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), el cual producirá equivalentes reductores en 
exceso acelerando la cadena respiratoria (C. RESP), y por tanto la producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS). De manera contraria, la isoforma E2 de la APOE 
disminuye la fosforilación de Akt y por tanto la producción de ROS. (Fig. 14). 
Segundo, es sabido que la isoforma E4 de la APOE es clivada generando fragmentos 
tóxicos para la célula. Se conoce también que estos fragmentos colocalizan con 
marcadores mitocondriales, sugiriendo una posible interacción directa con la mitocondria 
(39;46-49). Nosotros proponemos que estos fragmentos podrían actuar como 
desacopladores de la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa, acelerando de 
manera importante la catálisis realizada por los complejos I a IV, pero reduciendo la 
producción de ATP, lo que causaría una consiguiente elevación en la producción de 
ROS. (Fig. 15). Es bien sabido que los ROS ejercen daño a las membranas, proteínas y 
muchas otras estructuras. Este acumulo de  daños podría desencadenar eventos de 
mitofagia o fusión-fisión mitocondrial que contribuirían a explicar los hallazgos obtenidos.  
 
Como hemos mencionado en apartes anteriores, la APOE y sus isoformas solo 
contribuyen en parte a la fisiopatología de las enfermedades neurodegenerativas, de 
hecho, en estos experimentos no nos fue posible evidenciar fenómenos de muerte celular 
inducida por cualquiera de las isoformas. Creemos que esto se debe, primero, a que un 
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solo evento difícilmente causaría la muerte neuronal, a sabiendas que la apoptosis es un 
fenómeno multifactorial y complejo, además la apoptosis in vivo ocurre gracias a la 
exposición crónica a eventos lesivos para la neurona. Nuestro modelo posee la gran 
limitante de simular únicamente eventos agudos. Sin embargo, la posible acumulación de 
ROS generaría un favorecimiento de la muerte celular a largo plazo.  
Entendemos que el conocimiento de los eventos fisiopatológicos generados por las 
variantes de APOE será de gran utilidad al momento de proponer terapéuticas contra las 
enfermedades degenerativas del SNC, principalmente para aquellos casos no familiares. 
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Figura 14. Hipótesis de la fisiopatología del efecto diferencial causado por las distintas 
variantes de APOE. Las isoformas de APOE tienen efectos diversos en la vía PI3K/Akt. 
La isoforma E2 inhibe  la fosforilación de Akt mientras que la E4 la favorece. La 
potenciación de Akt acelera las vías glicolítica, el ciclo de los ácidos tricíclicos y la 
cadena respiratoria. Por otra parte la isoforma E4 es clivada intracelularmente y sus 
fragmentos podrían actuar como desacopladores del potencial de membrana 
mitocondrial. Ambos eventos culminan en el incremento en la producción de especies 
reactivas de oxígeno. (HK: Hexocinasa; CAT: Ciclo de los ácidos tricarboxílicos; C.RESP: 
Cadena Respiratoria; COMP V: Complejo V; Flecha Negra: Activación; Flecha Roja: 
Inhibición.)
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5.2. PERSPECTIVAS 
Como es normal en este tipo de estudios, al final se generan más preguntas que 
respuestas. A lo largo del desarrollo de este trabajo hemos observado que la APOE y sus 
variantes están en estrecha relación con la mitocondria y con el metabolismo ejercido por 
ella. Sin embargo, el ensayo MTT es una aproximación somera al metabolismo 
mitocondrial, ya que me permite inferir la actividad metabólica total, pero es imposible 
determinar de manera profunda qué factores pueden estar influyendo en esa tasa 
metabólica. Tampoco es posible determinar la función mitocondrial, o sea la producción 
de ATP, al igual que el estado intrínseco del potencial de membrana mitocondrial.  
Tampoco fue posible analizar la morfología mitocondrial En este momento, la facultad de 
medicina cuenta con un microscopio confocal que permitiría estudiar la dinámica 
mitocondrial en tiempo real, estudiando eventos de fusión-fisión mitocondrial o mitofagia. 
También es posible evaluar el potencial de membrana mitocondrial en tiempo real, lo que 
arrojaría muchas más claves para el entendimiento de la relación APOE-mitocondria.  
Por otra parte, las proteínas recombinantes son de alto costo, además su producción se 
realiza en un modelo procariota, que quizá no sea el mejor modelo, teniendo en cuenta la 
estructura cuaternaria de la APOE cuando está unida a lípidos. Actualmente nos 
encontramos estandarizando un modelo de producción de APOE en células HEK293, lo 
que nos permitiría obtener APOE de reciente síntesis y además con características 
similares a aquellas producidas en el SNC por la glía. 
Los cultivos celulares mixtos semejan mejor el ambiente en el cual una neurona 
normalmente se encuentra. Contamos con una línea celular de oligodendrocitos y se 
están realizando estandarizaciones para el cultivo mixto. El estudio de la función de 
APOE en oligodendrocitos es prácticamente inexistente en la literatura.  
Adicionalmente, existen otros neurotóxicos que podrían estar influenciando la muerte 
neuronal, entre ellos el Aβ. Existen muchos estudios con respecto a la toxicidad de Aβ y 
su interacción con APOE, sin embargo muy poco se sabe de la interacción de estas 
proteínas juntas actuando sobre la mitocondria, y menos aún, en un modelo celular tan 
poco estudiado como lo es el de las células CAD.  
Los modelos animales knock-out para APOE murina y humanizados con las tres 
variantes de APOE humanas ya están disponibles en el mercado. Lastimosamente en el 
momento, la Universidad Nacional de Colombia no cuenta con las instalaciones 
adecuadas para el mantenimiento y la reproducción de este tipo de animales, lo cual 
obstaculiza de manera tajante la investigación con APOE en animales. Se están 
redactando propuestas de investigación y solicitudes de presupuesto para la creación de 
un bioterio con las condiciones adecuadas que nos permitan realizar este importante 
paso hacia adelante en la investigación.  
Recientemente, el Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnología e Innovación – 
COLCIENCIAS – aprobó una propuesta para la continuación de este proyecto de tesis, 
en la cual se incluyen muchos de los aspectos mencionados en este aparte de 
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perspectivas. Uno de los objetivos ocultos de esta tesis fue la de generar el inicio de la 
línea de investigación en Apolipoproteínas dentro del Grupo de Neurociencias de la 
Universidad Nacional de Colombia. Actualmente contamos con estudiantes de 
Doctorado, Maestría y Pregrado trabajando en conjunto en la continuación de la 
investigación de la relación de la APOE y la muerte/supervivencia neuronal.  
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6.1. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Todos los experimentos cuantitativos fueron sometidos a pruebas de hipótesis estadística 
para evaluar su significancia. 
En primera instancia, los valores obtenidos por grupo experimental fueron sometidos a 
pruebas de normalidad estadística. Se utilizaron dos test de normalidad: Test de 
Kolmogorov-Smirnoff y Test de Shapiro-Wilk. Ambos test asumen la hipótesis nula de 
la similitud entre una distribución normal o de Gauss y la distribución de los datos 
obtenidos, de tal manera que la obtención de un p-value por encima de 0,05 significa que 
los datos no difieren de manera significativa de la distribución normal. Por el contrario, un 
p-value inferior a 0,05 nos dice que los datos no poseen un comportamiento normal. 
Posteriormente, para evaluar si las diferencias entre grupos experimentales era 
significativa se realizaron comparaciones de medias por dos métodos según lo obtenido 
en las pruebas de normalidad. 
Si las pruebas de normalidad indicaban p-value > 0,05, es decir que los datos se 
comportan de manera normal, se realizó un test de análisis de varianza (ANOVA) para 
corroborar las diferencias en el total de los grupos. Si el test ANOVA resultó positivo, o 
sea p-value < 0,05, se realizó un post-test de Tukey-Kramer de comparación múltiple, 
para averiguar si existen diferencias significativas entre grupos y en cuál de los grupos 
radica la diferencia. Los p-values obtenidos en el test de Tukey-Kramer son expresados 
en las gráficas de la siguiente manera:  
 “*”  si p-value es inferior a 0,05 
 “**”  si p-value es inferior a 0,01 
 “***”  si p-value es inferior a 0,001 
Si las pruebas de normalidad indicaban p-value < 0,05, es decir que los datos no se 
comportan de manera normal, se recurrió a la estadística no paramétrica. En este caso 
realizó un test de Kruskal-Wallis para corroborar las diferencias en el total de los 
grupos. Si el test de Kruskal-Wallis resultó positivo, o sea p-value < 0,05, se realizó un 
post-test de Dunn con columnas seleccionadas para comparación múltiple, para 
averiguar si existen diferencias significativas entre grupos y en cuál de los grupos radica 
la diferencia. Los p-values obtenidos en el test de Dunn son expresados en las gráficas 
de la siguiente manera:  
 “*”  si p-value es inferior a 0,05 
 “**”  si p-value es inferior a 0,01 
 “***”  si p-value es inferior a 0,001 
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ANEXOS 
ANEXO I. CULTIVO DE CÉLULAS CAD 
 
El cultivo con líneas celulares requiere especial atención en los posibles eventos de 
contaminación (bacterias, hongos y/o levaduras) o cambios espontáneos en el fenotipo 
de los cultivos. Las actividades de cultivo celular se realizan siempre en cabina de flujo 
laminar vertical tipo IIA, y previo a cada sesión de trabajo, la superficie debe ser 
desinfectada con alcohol etílico al 70% y expuesta por 15-30 min a luz ultravioleta (UV), 
además, se debe encender la cabina de flujo al menos durante 15 min antes de iniciar el 
trabajo, de tal manera que el aire presente haya circulado y se filtre.  
Cabe anotar que dentro del cuarto de cultivo se debe usar la vestimenta adecuada, y las 
prácticas de lavado de manos son indispensables. La desinfección de las manos con 
alcohol etílico al 70% se debe hacer antes de introducir las manos en la cabina de flujo 
laminar, o en el caso de haber hecho contacto con un elemento no estéril. Todo material 
fungible estéril se debe mantener en su empaque original, y una vez abierto, este se 
debe re-sellar mediante cinta adhesiva. Los empaques solo se deben abrir y cerrar al 
interior de la cabina y solo deben salir del cuarto de cultivo cuando sea estrictamente 
necesario. Existen algunas sustancias usadas en cultivo (medio de cultivo, suero fetal 
bovino) que deben permanecer refrigeradas. Se prefiere tener una nevera/congelador 
exclusivo para los materiales de cultivo, y se debe verificar a qué temperatura debe 
conservarse cada una de las sustancias.  
Todo material plástico o de vidrio que vaya entrar en contacto con medio de cultivo, debe 
ser esterilizado mediante el método que corresponda.  
Las condiciones de incubación son: 37 °C, 90% de humedad relativa y 5% de CO2.  
Preparación de soluciones para cultivo celular  
Medio de cultivo  
La línea celular CAD es cultivada en el medio de D-MEM/F12 (GIBCO® Dulbecco's 
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12). Existen varias formas comerciales de 
este medio de cultivo; en esta ocasión se adquirió el medio en polvo para reconstituir. 
Esta reconstitución debe hacerse en agua Tipo I. Además, se requiere la adición de 1,2 g 
de bicarbonato de sodio por cada litro y de 300 mg de glutamina por cada litro. El pH 
debe ser ajustado a 7,4 mediante la adición de ácido/base fuerte. La esterilización se 
realiza mediante ultrafiltración a través de membranas de nitrocelulosa con porosidad 
igual o menor a 0,22 um. Previa prueba de 24 horas en incubación para detección de 
contaminación, el medio es suplementado con 100 U/mL de Penicilina y 100 ug/mL de 
Estreptomicina. A partir de este medio base se prepara el medio de crecimiento 
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adicionándole 10% v/v de Suero Fetal Bovino; o medio de diferenciación, adicionando 
Selenito de Sodio hasta una concentración de 50 ng/mL. 
Tampón fosfato salino (PBS)  
Esta solución se usa para el lavado de las monocapas celulares, la preparación de 
tripsina-EDTA y la solución de MTT. Cloruro de sodio (NaCl): 0,8 gr/100 mL; cloruro de 
potasio (KCl): 0,02gr/100 mL; fosfato diácido de potasio (KH2PO4): 0,02 gr/100 mL; 
fosfato monobásico de sodio (NaH2PO4). Se ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza con calor 
húmedo en autoclave.  
Solución de tripsina 0,25%  
La tripsina en solución es usada para la cosecha de las células, ya sea para hacer 
sembrado de experimentos, para la criopreservación, o para realizar un pasaje de células 
a una nueva caja. 
Esta solución contiene 0,25% de tripsina; 0,1% EDTA y 0,2% de antibiótico 
penicilina/estreptomicina disueltos en PBS.  Se debe ajustar el pH a 7,4 y posteriormente 
se esteriliza por ultrafiltración. Esta solución debe ser conservada a -20°C 
Solución stock de Selenito de Sodio 
La solución stock de sodio selenita usada tiene una concentración de 250 μg/mL disuelta 
en medio DMEM-F12 estéril. Es posible usar PBS estéril como reemplazo. Esta solución 
debe ser conservada a -20°C 
Cubierta con Poli-D-Lisina (PLD)  
Este procedimiento debe hacerse bajo condiciones de esterilidad y en cabina:  
Se prepara la solución stock de PDL 0,1 mg/mL. usando ddH2O y se hacen alícuotas de 
5 mL en tubos cónicos de 50 mL estériles y se almacenan a -20°C. Posteriormente, a una 
de las alícuotas de 5 mL de PLD stock, se debe adicionar 45 mL de ddH2O para obtener 
una concentración de 0,01 mg/mL. Esta solución de trabajo debe ser aplicada sobre los 
pozos o cajas permitiendo un cubrimiento uniforme de la superficie y se debe dejar actuar 
por al menos 1 hora. Luego se retira el exceso (la PLD es reutilizable) y se realizan al 
menos tres lavados con ddH2O durante 5 min. La esterilidad debe asegurarse mediante 
irradiación directa con luz UV durante al menos 20 min tanto sobre los pozos como sobre 
la tapa de la placa.  
Mantenimiento de las células CAD  
La línea celular CAD fue donada por la Dra. Chikaraishi del departamento de 
Neurobiología del Duke University Medical Center, Durham, North Carolina al Dr. 
Gonzalo Arboleda Bustos del grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional de 
Colombia y se mantiene el cultivo de manera estable en el laboratorio 1 del Instituto de 
Genética de la Universidad Nacional de Colombia desde el año 2007.  
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Criopreservación de células CAD  
En cabina, se debe retirar el medio de cultivo y se prefiere realizar un lavado con PBS 
estéril. Las células se desprenden mediante tripsina en solución, se envasan en un tubo 
cónico de 15 mL y se centrifugan por 5 min a 1.200 rpm. En cabina, se descarta el medio, 
el pellet de células se resuspende en medio para proceder a realizar conteo. La cantidad 
ideal de células para congelar es de 1x106 células por mL de medio de congelación.  
Para un adecuado congelamiento, la cantidad adecuada de células debe ser 
resuspendida en la mitad del volumen final usando medio de cultivo. En tubo aparte, se 
debe preparar una solución de DMSO al 20% Suero Fetal Bovino. Esta segunda solución 
debe agregarse a la suspensión de células de manera lenta hasta alcanzar el volumen 
final requerido, quedando como concentraciones finales 50% de DMEM-F12; 40% SFB; 
10% DMSO. Esta última suspensión debe ser alicuotada en viales de criopreservación 
sin llenar nunca la capacidad máxima del vial. Se colocan sobre una cámara de 
criopreservación con base en isopropanol y se llevan directamente a -70°C. Tres días 
después, los viales pueden ser transferidos a nitrógeno líquido. 
Descongelación  
En cabina, se prepara un tubo cónico de 15 mL con 5 mL de medio de crecimiento a 37 
°C. Luego, se identifica el vial, se retira del tanque de nitrógeno líquido y rápidamente se 
transfiere a un baño serológico a 37 °C, hasta que se descongele únicamente la parte 
externa del bloque de medio de congelación, es importante que no se descongele 
totalmente. Inmediatamente, el bloque de hielo se debe colocar en el tubo con medio de 
crecimiento y se resuspende mediante pipeteo y se centrifuga por 5 min a 1.200 rpm. Se 
descarta el sobrenadante y el pellet celular debe ser resuspendido para realizar conteo 
celular. Según el número de células, se debe completar con medio de crecimiento y 
colocar sobre cajas de 25 cm2 hasta el día siguiente, cuando se reemplazará el medio de 
cultivo con medio fresco. 
Desprendimiento celular   
Para desprender las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo se usa la 
solución de tripsina al 0,25%. Cuando las cajas alcanzan un 70-90% de confluencia, se 
debe hacer uso de esas células, ya sea para hacer subcultivos o para desarrollar un 
experimento. En cabina, se retira el medio de cultivo y se realiza un lavado con PBS 
estéril. Se agrega 1 mL de Solución de Tripsina para cajas de 25 cm2 y 2 mL para las 
cajas de 75 cm2 y se incuba a 37 °C por un tiempo no mayor a 5 minutos para evitar el 
daño celular. Es necesario monitorear el desprendimiento de las células para no 
exponerlas a un mayor tiempo de manera innecesaria. Una vez desprendidas las células, 
la tripsina es inactivada por competencia, agregando medio de cultivo con SFB. Se 
transfiere la suspensión celular a un tubo cónico de 15 mL y se centrifuga a 1200 rpm por 
5 minutos. Se realiza un a conteo celular usando azul tripán y se procede a sembrar las 
células en nuevas cajas para hacer subcultivos, o a sembrar sobre placas para la 
realización de experimentos.  
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Sembrado de células para experimentos en placas de 6, 24 y 96 pozos. 
Las células deben ser sembradas en pozos con un volumen más pequeño para asegurar 
la replicación de los experimentos y para minimizar costos en reactivos. Los ensayos de 
MTT deben ser realizados en placas de 96 pozos para lograr réplicas intra-experimento. 
Los tratamientos que son destinados a lisis celular y WB deben ser realizados en placas 
de 6 pozos para asegurar una cantidad apropiada de proteína total. Los experimentos de 
medición neuronal se realizaron sobre cajas de 24 pozos. 
La cantidad de células que se siembran por cada pozo debe ser la suficiente para lograr 
una confluencia aproximada de 70%. Para este procedimiento, las células, justo después 
de ser desprendidas, deben ser resuspendidas en medio de diferenciación según 
corresponda. Posteriormente, se reparte la suspensión de células en los pozos de las 
placas que previamente fueron tratadas con Poli-D-Lisina.  
Tabla #  
Cantidad de células CAD y volumen final de cada pozo para cada tipo de placa. 
    Volumen por pozo Células por pozo 
Caja de 96 Pozos  200 uL   7,000 
Caja de 24 Pozos  500 uL   62,500 
Caja de 6 Pozos  2 mL   250,000 
 
 
 
 
Cantidad de células SH-SY5Y y volumen final de cada pozo para cada tipo de placa. 
    Volumen por pozo Células por pozo 
Caja de 96 Pozos  200 uL   21,000 
Caja de 24 Pozos  500 uL   187,500 
Caja de 6 Pozos  2 mL   750,000 
 
Conteo y viabilidad celular por exclusión de azul tripán 
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El azul tripán es una coloración que me permite evaluar de manera rápida la integridad 
de las membranas celulares. Aquellas células que tengan la membrana íntegra no serán 
permeables al colorante, por lo cual permanecen traslúcidas, mientras que aquellas que 
tengan la membrana perforada, tomarán una coloración azul. Además, usando una 
hemocitómetro o cámara de Neubauer es posible realizar una estimación de la cantidad 
de células presentes por unidad de volumen de medio. 
Para realizar este procedimiento se requiere tener una suspensión de células, para lo 
cual se debe haber realizado previamente un desprendimiento celular adecuado. 
Se debe realizar una mezcla de 20 uL de la suspensión celular con 20 uL de azul tripán. 
10 uL de esta mezcla deben ser colocados en cada uno de los lados de la cámara de 
Neubauer y se procede a contar bajo microscopio. 
Se cuentan 4 u 8 cuadrantes de la cámara y se obtiene un promedio. Cada uno de los 
cuadrantes de la cámara equivale a 1/10.000 mL, por lo que el cálculo de células se debe 
realizar siguiendo la siguiente fórmula: 
Células por mL = Promedio de Células por Cuadrante x 20.000. 
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ANEXO II. VIABILIDAD CELULAR 
 
Ensayo MTT  
El ensayo de MTT permite evaluar la viabilidad celular o la actividad mitocondrial 
mediante la transformación de un sustrato colorimétrico. Esta transformación es realizada 
por deshidrogenasas mitocondriales, en especial la Succinato Deshidrogenasa. La 
viabilidad celular o la actividad mitocondrial se puede medir aprovechando que la 
Succinato Deshidrogenasa genera la ruptura del anillo de tetrazolio del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5 difenil tetrazolio, (reactivo MTT), generando una sal de 
Formazán, la cual absorbe la luz a una longitud de onda diferente con respecto al 
sustrato original. Esta sal no es soluble en agua, pero lo es en solventes orgánicos. La 
cantidad de absorbencia obtenida será directamente proporcional a la viabilidad celular o 
a la actividad mitocondrial. Dependiendo del solvente orgánico que se use, la longitud de 
onda de máxima absorbencia cambia. Los ensayos realizados en este trabajo se hicieron 
usando Buffer de Lisis MTT (Ver Anexo) y cual la longitud de onda empleada para medir 
su absorción fue 590 nm.  
Para este ensayo se recomienda usar placas de 96 pozos y un lector de placas para 
medir la absorbencia.  
Una vez realizados los tratamientos sobre las placas, se debe agregar la solución de 
MTT (Ver Anexo). El volumen a agregar debe ser un 10% del volumen de medio inicial en 
el pozo, en este caso, 20 uL. Posteriormente, la placa debe ser incubada a 37 °C en 
ambiente humidificado con 5% de CO2 durante 1 a 2 horas para permitir que las células 
metabolicen el MTT hacia formazán. Entonces, el medio de cultivo mezclado con la 
solución MTT debe ser retirado cuidadosamente para evitar el desprendimiento de las 
células. Se agregan 100 uL de Buffer de Lisis a cada pozo, preferiblemente a 
temperatura elevada para facilitar la solubilización del formazán. La absorción de cada 
pozo es medida en un lector de placas a 590 nm.  
Para calcular la viabilidad o la actividad mitocondrial de cada uno de los tratamientos se 
debe comparar el promedio de estas mediciones con el promedio de la absorbencia de 
los controles, cuya absorbencia es normalizada a 100%. 
Solución MTT  
La sal de tetrazolio se debe disolver en PBS estéril para alcanzar una concentración de 
5mg/mL. Antes de usar, la solución se debe esterilizar mediante ultrafiltración en cabina. 
Esta solución se debe conservar a 4 °C si es usada en el transcurso de una semana. 
Para periodos prolongados de almacenamiento, la solución debe ser conservada a -20 
°C. También debe ser protegida de la luz, ya que esta facilita su oxidación espontanea. 
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Buffer de lisis/solubilización MTT  
Se mezclan 200 mL de dimetilformamida con 150 mL de ddH2O. El pH es ajustado a 4,7 
con ácido acético glacial. Se adicionan 40 g de SDS. Llevar a un volumen final de 400 
mL.  La temperatura de congelación del buffer es superior a 4 °C por lo que es común 
que se encuentre congelado en el refrigerador. Se debe descongelar en baño serológico 
antes de su uso.  
Medición de LDH  
La Enzima Lactato Deshidrogenasa se ubica normalmente en el citoplasma celular y no 
es liberada al exterior, salvo en casos de ruptura de membrana y/o muerte celular. La 
cantidad relativa de esta enzima libre en el medio es medible usando kits comerciales 
con base en un pseudosustrato y un reactivo cromógeno. En este caso se utilizó CytoTox 
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega® Cat. No. G1781). Este 
procedimiento me permite evaluar la integridad de las células en cultivo, que se relaciona 
inversamente con la muerte celular. Dicho kit se usó según lo especificado en las 
instrucciones emitidas por el fabricante, las cuales se resumen a continuación. 
Procedimiento de medición de LDH  
1. Transferir 50 μL del medio de cada uno de los tratamientos, controles del experimento 
y los controles positivos (incluidos en el kit) para LDH  a una caja nueva de 96 pozos.  
2. Reconstituir la mezcla de sustrato (Substrate mix) con el buffer (Assay buffer), 12 mL 
de buffer por frasco de mezcla de sustrato, seguir las indicaciones del proveedor. 
Después de reconstituido el sustrato almacenar a -20 °C. Se debe procurar mantener frio 
y protegido de la luz durante la aplicación y no es necesario descongelarlo totalmente en 
el próximo uso.  
3. Adicionar 50 μL del sustrato reconstituido a cada pozo (tratamientos y controles), 
proteger la caja de la luz con papel aluminio para proteger de la luz e incubar a 
temperatura ambiente por exactamente 30 min.  
4. Transcurridos los 30 min, inmediatamente, adicionar 50 μL a cada pozo de la solución 
de parada (Stop solution).  
5. Leer la placa de 96 pozos a 490 nm y registrar los datos. El análisis de los datos se 
realiza teniendo en cuenta los controles.  
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El kit incluye una solución de lisis (Lysis Buffer) que se usa para generar el punto máximo 
de liberación de LDH Esta solución es vendida a una concentración de 10X. En este caso 
se debe agregar 20 uL de solución de lisis a cada pozo de control LDH 30 min antes de 
la culminación de los experimentos. El promedio de absorbencia en estos pozos se 
normaliza a 100%, valor que se usará como base para calcular el porcentaje de 
liberación de LDH en pozos con tratamiento y en controles. 
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ANEXO III. WESTERN BLOT 
 
El Western Blot es una técnica ampliamente usada para determinar la cantidad de una 
proteína específica, e inclusive es tan sensible que permite reconocer una proteína 
activada por una modificación covalente como lo es la fosforilación.  
El WB se basa en la reacción específica entre antígeno-anticuerpo, la cual es 
aprovechada por nosotros para visualizar proteínas en una membrana de nitrocelulosa, 
usando anticuerpos conjugados con peroxidasa de rábano y una solución 
quimioluminiscente. La luz producida se usa para exponer una película fotosensible. Tras 
el revelado de dicha película, queda impresa en ella la banda correspondiente a la 
proteína detectada por el anticuerpo específico. El WB es una técnica semicuantitativa, 
que me permite calcular la cantidad relativa de proteína en comparación con un control 
experimental usando como patrón, la densidad óptica de la banda resultante en la placa 
fotosensible. Esta densidad óptica se midió usando el software ImageJ.   
Soluciones usadas en Western Blot  
Las soluciones para WB son modificadas con cada protocolo y según las necesidades de 
cada laboratorio y procedimiento, a continuación se listarán algunas de las soluciones 
usadas durante este trabajo. 
Buffer de lisis celular  
Para este estudio se adquirió Buffer de lisis RIPA (Pierce® Cat. No. 89900), el cual 
contiene 25 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% Deoxicolato de Sodio y 
0,1% SDS.  
Cocktail de inhibición enzimático  
El coktail de inhibición enzimático se usa para impedir la digestión enzimática de las 
proteínas celulares y/o las modificaciones covalentes una vez ocurrida la lisis. Se 
requiere entonces usar inhibidores de proteasas y fosfatasas para mantener las proteínas 
intactas para su estudio. En este caso se adquirieron dos reactivos comerciales: 
PhosphoStop (Roche®. Cat. No. 04906845001) y cOmplete, Mini, EDTA-free Protease 
Inhibitor Cocktail (Roche® Cat. No. 04693159001) que inhiben las fosfatasas y  
proteasas celulares respectivamente.  
Los cocktails fueron preparados según las especificaciones del fabricante y el protocolo 
se resume a continuación. 
Phosphostop: Disolver una tableta en 1mL de ddH20 mediante vortex. Esta solución 
stock tendrá una concentración de 10X. Conservar a -20 °C.  
cOmplete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail: Disolver una tableta en 1,5 mL de 
ddH2o. Esta solución tendrá una concentración de 7X. Conservar a -20 °C. 
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Los inhibidores de fosfatasas y proteasas deben ser llevados a una concentración de 1X 
con Buffer RIPA al momento de realizar la lisis celular.  
Buffer de carga  
El buffer de carga se utiliza con dos objetivos, el primero es desnaturalizar las proteínas 
para facilitar su migración a través de los geles de poliacrilamida y el segundo es otorgar 
una clave visual de la migración electroforética usando colorantes como el Azul de 
Bromofenol, el cual migra en el mismo sentido de las proteínas. Para este estudio se 
adquirió el Laemmli Sample Buffer (BioRad ®, Cat. No. 161-0737), el cual requiere 
únicamente que se le agregue 50 uL de 2-Mercaptoetanol por cada 950 uL de Buffer.  
Las proteínas, previa cuantificación (Ver anexo) y normalización, se mezclan con el 
Buffer Laemmli completo en tubos de 0,2 mL hasta completar 20 uL. La mezcla se 
calienta a 95 °C por 5 min y posteriormente se enfría en hielo antes de ser sembrada en 
gel de poliacrilamida. 
Electroforesis en geles de poliacrilamida 
Las proteínas desnaturalizadas deben ser separadas según peso molecular. Para esto se 
recurre a la electroforesis en geles de poliacrilamida, donde las proteínas son sometidas 
a una corriente eléctrica constante que permitirá separar las proteínas por peso en una 
matriz de poliacrilamida. 
Gel de Separación 
 Los geles de separación fueron preparados en un gradiente de poliacrilamida de 6% a 
12% haciendo uso del equipo “Model 485 Gradient Former and Mini-PROTEAN 3 Multi-
Casting Chamber #165-4122” de BIORAD®. Para este se deben preparar dos soluciones 
que cada una constituirá la mitad del total del volumen de acrilamida necesario para 
llenar el número de vidrios seleccionado. La solución Light tiene la concentración mínima 
del gel de gradiente a preparar, en este caso 6%; la solución Heavy tiene la 
concentración máxima del gel de gradiente a preparar, en este caso 12%. Las soluciones 
se llevan a los dos compartimentos del Gradient Former, se agrega un magneto al 
compartimiento Light y se pone sobre una plataforma de agitación. Se ensamblan el 
número de vidrios requeridos en el Casting Chamber y se conecta al Gradient Former. Se 
abren las dos llaves del Gradient Former y se verifica la mezcla de ambas soluciones 
mientras se permite el llenado de la Casting Chamber. Al final se debe agregar 1 mL de 
Isopropanol a la parte superior de cada uno de los geles para nivelar y se permite la 
polimerización durante una hora.  
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Gel de concentración  
A continuación se describe la mezcla a realizar para preparar dos geles de 
concentración: 
Gel de concentración       Volumen  
Mezcla 30% acrilamida:bisacrilamida     830 μL  
0,5 M TRIS-HCl/0,4 % SDS pH 6.8 (*)     630 μL  
Solución SDS al 10 % p/v (**)      50 μL  
H2O dd         3,4 mL  
Solución de APS (persulfato de amonio) al 10% p/v (***)   50 μL  
TEMED         10 μL 
El APS y el TEMED se deben agregar de últimos a la solución ya que son los 
catalizadores de la reacción de polimerización. Se mezcla con mucha suavidad para 
evitar la re-oxigenación de la acrilamida, se sirven con pipeta sobre el gel de separación 
ya preparado y se coloca la peinilla antes de la polimerización del gel. Después de la 
polimerización la cual toma aproximadamente 20-30 minutos, se retira la peinilla y se 
lavan los pozos con agua corriente para retirar cualquier residuo de acrilamida. (*) Para 
100 mL de la solución 0,5 M TRIS-HCl/0,4% SDS pH 6,8: Se pesan 6,05 g de TRIS base, 
0,4 g de SDS, se disuelven en 70 mL de dd H2O, se ajusta a pH 6,8 con HCl 
concentrado y se completa con H2O dd hasta 100 mL y se mantiene a 4°C hasta el 
momento de su uso. (**) Para 50 mL de SDS al 10% p/v se pesan 5 g de SDS y se 
diluyen en H2O dd hasta completar 50 mL de disolución. (***) Para 500 μL de solución de 
APS al 10% p/v se pesan 50 mg de APS en un vial de 1,5 mL y se le adicionan 500 μL de 
dd H2O (esta solución debe prepararse en el momento de su uso y se debe sellar bien 
dado que es higroscópica y con el paso del tiempo se altera su concentración).  
Buffer de corrido 10X  
Para preparar 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de H2O dd los 
siguientes compuestos:  
Buffer de corrido  Concentración final 10X  
TRIS base   22,7 g  (188 mM)  
Glicina   141,13 g  (188 mM)  
SDS    10 g  (0,1 % p/v) 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL con ddH2O en un balón aforado y se conserva 
refrigerado a 4°C.  
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Buffer de corrido 1X  
Al momento del uso, la solución 10X se diluye hasta llegar a una concentración de 1X. La 
cámara MiniProtean II requiere aproximadamente 500 mL de Buffer de Corrido 1X. 
Buffer de transferencia 10X  
Para prepara 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de H2O dd los 
siguientes compuestos:  
 
Buffer de Transferencia Concentración final 10X  
Tris Base   30,4 g (250 mM) 
Glicina    140,4 g (1,87 M) 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL con ddH2O en un balón aforado y se conserva 
refrigerado a 4oC.  
Buffer de transferencia 1X  
Para preparar el buffer de transferencia 1X se requiere una probeta de 1.000 mL en la 
cual se adicionan 100 mL del buffer de transferencia 10X y se le agrega 200 mL de 
metanol y 700 mL de ddH2O.  
Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino (TBS) 10X  
Para preparar 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 mL de ddH2O los 
siguientes compuestos:  
TRIS base  24,23 g  (200 mM)  
NaCl   80,10 g  (1370 mM) 
Luego se lleva a volumen final 1.000 mL en un balón aforado, se ajusta el pH a 7,6 con 
HCl concentrado y se conserva refrigerado a 4oC.  
Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino-Tween (TBS-T) 1X  
Para preparar 1 L se toman 100 mL de TBS 10X, se le adiciona 1 mL de Tween-20 (para 
una concentración final de 0,1% v/v) y se completa a un volumen de 1.000 mL con dd 
H2O en un balón aforado o en una probeta. 
Buffer de bloqueo  
Al momento del uso se preparan 250 mL de esta solución, para lo cual se pesan 12,5 g 
de leche descremada (para una concentración final de 5% p/v) y se disuelven en 200 mL 
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de TBS-T 1X, se agita fuertemente para la disolución total y se completa con TBS-T 1X 
hasta 250 mL.  
Anticuerpo primario  
Los anticuerpos primarios son los encargados de reconocer el epítope en estudio. Para 
este estudio se usaron anticuerpos comerciales y anticuerpos que fueron donados por 
sus creadores. Las membranas de nitrocelulosa cargadas con las proteínas totales serán 
expuestas a estos anticuerpos diluidos en buffer de bloqueo durante toda la noche a 4°C 
o durante 2 horas a temperatura ambiente. Las diluciones de los anticuerpos se deben 
determinar experimentalmente y a continuación se resumen las diluciones realizadas con 
cada anticuerpo en un total de 3 mL de buffer de bloqueo. 
Anticuerpo     Dilución 
Anti-LDLR (Policlonal, Conejo)   1:3000 
Anti-APOER2 (Policlonal, Conejo)   1:1000 
Anti-VLDLR (Policlonal, Ratón)   1:500 
Anti-AKT total (Monoclonal, Conejo)   1:2000 
Anti-AKT-p Ser472 (Monoclonal, Conejo)  1:1000 
Anti-βactina (Monoclonal, conjugado con HRP) 1:10.000 
Anticuerpo secundario  
Los anticuerpos secundarios son los que van a reconocer la fracción Fc de los 
anticuerpos primarios que ya se encuentran unidos al epítope en estudio. Estos 
anticuerpos también son diluidos en buffer de bloqueo y generalmente se incuban a 
temperatura ambiente durante 1 hora, aunque la incubación durante toda la noche a 4°C 
también genera buenos resultados.  
 
Anticuerpo      Dilución 
Anti-rabbit IgG HRP-linked (Cell signaling, 7074)  1:2.000   
Anti-mouse IgG HRP-linked (Cell signaling, 7076)  1:2.000    
Extracción de proteína  
Para la extracción total de proteína se utilizan tres elementos mencionados anteriormente 
en este texto: Buffer RIPA, Inhibidores de Proteasas e Inhibidores de Fosfatasas; los dos 
últimos tienen que ser preparados previamente según las indicaciones del proveedor. 
(Ver protocolo anexo). 
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Para obtener una cantidad considerable de proteína se recomienda sembrar las células 
en placas de 6 pozos. Una vez finalizados los tratamientos, se retira el medio de cultivo 
por aspiración excepto en el caso de tener un experimento en el cual se genere muerte 
celular, donde el sobrenadante debe ser recuperado y centrifugado para obtener la 
células desprendidas. 
Posteriormente se realiza el cálculo del total de Buffer de Lisis suplementado que se va a 
requerir en la totalidad de las cajas a lisar de la siguiente manera: 
Se requieren 60 uL de buffer de lisis suplementado por cada pozo a lisar. Entonces se 
multiplica el número de pozos totales por 60 uL y se suma un 10% del volumen por 
posible error al volumen total de buffer de lisis suplementado. 
Este volumen total contiene Cocktail Inhibidor de Fosfatasas, cuya concentración stock 
es a 10X; Cocktail inhibidor de proteasas, cuya concentración es 7X; Buffer RIPA como 
solvente. Entonces los cálculos para preparar el buffer suplementado serían: 
10% Cocktail inhibidor de Proteasas 
14,3% Cocktail Inhibidor de Fosfatasas 
75,7% Buffer RIPA 
Una vez preparado el total de buffer de lisis suplementado a usar, se añade 60 uL a cada 
pozo y se procede a hacer lisar las células frotando un “cell scrapper” contra el piso y las 
paredes del pozo en presencia del buffer de lisis suplementado. Una vez se han lisado la 
totalidad de células, esta solución es transferida a un tubo de centrífuga de 1,5 mL. El 
lisado debe ser sometido a vortex por periodos de 5 minutos durante 20 minutos, 
interrumpidos por colocación en hielo para evitar el calentamiento de la muestra. 
Si se tiene acceso a un procesador ultrasónico, se debe sonicar la muestra haciendo tres 
pulsos de 5 segundos con la muestra sobre hielo.  
Las muestras de proteína deben ser conservadas a -20 °C si se van a usar pronto, o a -
70 °C si se van a almacenar por periodos prolongados. 
Determinación de la concentración de proteína  
Para asegurar la normalización de los valores en el WB se requiere la cuantificación de la 
proteína total de cada muestra de los lisados celulares. En este estudio se realizó por el 
método del ácido bicinconínico (BCA), método bastante sensible y con pocas 
interferencias debidas a detergentes. El ácido bicinconínico es un compuesto capaz de 
formar un complejo de color púrpura que resulta de la quelación de dos moléculas de 
BCA con un ión cuproso. Los iones cuprosos provienen de la reducción de iones cúpricos 
por las proteínas en un medio con pH elevado. La intensidad del color purpura es 
proporcional a la cantidad de proteína total en la muestra, de tal manera que se puede 
cuantificar en un espectrofotómetro y compararse con muestras patrón para 
posteriormente extrapolar los valores de absorbencia mediante una regresión lineal. Para 
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este ensayo se empleó la relación reactivo: muestra (20:1). El kit BCA de PIERCE (Cat. 
No. 23227) contiene dos soluciones: A y B que deben ser mezcladas en una relación 
50:1|. Se realizó una curva de calibración con 6 soluciones patrón de trabajo de distinta 
concentración de albúmina sérica bovina (BSA), desde 0,20 mg/mL hasta 10 mg/mL Una 
vez realizada la mezcla de reactivos de BCA, se sirven 40 μL de la mezcla y 2 μL de 
cada muestra o de los patrones, esto se realiza en tubos para PCR, luego los tubos se 
incuban a 37°C en una incubadora o termociclador durante 30 minutos, al cabo de los 
cuales se realiza la medición de absorbencia, en este caso se usó el espectrofotómetro 
de fibra  óptica NanoDrop (Thermo). Los valores de las muestras son comparados con la 
línea obtenida de los valores obtenidos de la curva estándar y la concentración de las 
muestras es obtenida mediante extrapolación hacia el eje X mediante regresión lineal. 
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ANEXO IV. INMUNOFLUORESCENCIA 
 
La inmunofluorescencia es una técnica usada para determinar la presencia o ausencia de 
epítopes, principalmente proteicos mediante la unión específica de anticuerpos a un 
blanco problema. En la gran mayoría de los casos se realiza inmunofluorescencia 
haciendo uso de dos anticuerpos: Un anticuerpo primario cuya fracción Fab reconoce al 
epítope en cuestión y la fracción Fc sirve de epítope para un anticuerpo secundario en 
cuya fracción Fc se encuentra unida de manera covalente, una molécula fluorescente.  
Esta técnica nos permite evaluar con alta precisión el lugar específico de expresión de 
una proteína, e incluso, haciendo uso de anticuerpos secundarios conjugados con 
fluorocromos distintos, podemos localizar varios epítopes de manera simultánea.  
Para la adquisición de las imágenes se usó un microscopio de fluorescencia Olympus 
BX41 y una cámara digital comercial con un adaptador al ocular.   
Se siembran 200.000 células por pozo en una placa de seis pozos que contiene una 
laminilla tratada para mejorar la adherencia de las células CAD (ver protocolo anexo). 
Las células se siembran en medio de diferenciación y se incuban a 37 °C en una 
incubadora humidificada con 5% de CO2 durante cuatro días hasta alcanzar la 
diferenciación completa o se siembran durante cuatro horas con medio de crecimiento 
para evitar la diferenciación y usarse como control. 
Una vez finalizado el tratamiento, se retira el medio de cultivo mediante aspiración y las 
células son lavadas con PBS (ver protocolo anexo) a 37 °C durante 5 min. Se retira el 
PBS por aspiración. En este punto las células deben ser fijadas con una solución de 
Paraformaldehído al 4% en PBS (ver protocolo anexo) durante 15 minutos. 
Posteriormente, se retira el Paraformaldehído y se lava la monocapa con PBS tres veces 
durante 5 minutos cada vez. Se retira el PBS por aspiración.  
Las células, una vez fijadas deben ser permeabilizadas si el epítope a estudiar se 
encuentra intracelularmente. La permeabilización se realiza con una solución de 0,01% 
v/v de Tritón X100 en PBS durante 30 segundos a 1 minuto.  La solución de 
permeabilización se retira mediante tres lavados consecutivos con PBS. 
Los epítopes inespecíficos deben ser bloqueados, y para esto se utiliza solución de 
bloqueo, la cual contiene 1% p/v de Albúmina Sérica Bovina (BSA) en PBS. Esta solución 
se agrega a los pozos hasta que toda la superficie de la lámina esté cubierta y se incuba 
a temperatura ambiente por mínimo una hora. Para incubaciones más prolongadas se 
recomienda incubar a 4°C.  
Una vez se ha realizado el bloqueo, se debe incubar la laminilla con el anticuerpo 
específico para el epítope en estudio. Los anticuerpos deben diluirse en solución de 
bloqueo. Existen muchos métodos para permitir la interacción del anticuerpo con el 
antígeno, a continuación describiré brevemente el método usado en este estudio.  
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Se calcula el volumen total de anticuerpo diluido a usarse. Se requieren 40 uL de 
anticuerpo diluido por cada lámina a evaluar. Se agrega en un tubo de PCR la cantidad 
necesaria de anticuerpo según la dilución recomendada o encontrada mediante 
estandarización y se lleva al volumen final con solución de bloqueo. Se mezcla mediante 
vortex, se centrifuga y se ponen 40 uL sobre un vidrio cubierto con lámina de vinilo o 
sobre un trozo de Parafilm dejando el espacio suficiente entre gota y gota para que 
alcancen las láminas sin toparse una con otra. Las laminillas son colocadas sobre la gota 
de anticuerpo diluido con la cara que corresponde a las células cultivadas boca-abajo. Se 
espera que por capilaridad, la solución con anticuerpo se distribuya uniformemente por 
toda la superficie de la lámina.  
La incubación con anticuerpo primario debe hacerse durante toda la noche a temperatura 
ambiente en cámara húmeda para evitar la evaporación de la solución. Las diluciones de 
anticuerpo primario se listan a continuación: 
Anticuerpo     Dilución 
Anti-LDLR (Policlonal, Conejo)  1:250 
Anti-APOER2 (Policlonal, Conejo)  1:250 
Anti-VLDLR (Policlonal, Ratón)  1:250 
Pasada la incubación con el anticuerpo primario, se regresan las laminillas a los pozos 
para lavar el exceso de anticuerpo. Se realizan tres lavados con PBS de diez minutos 
cada uno, en agitación.  
Para la incubación con el anticuerpo secundario, el cual está conjugado con una 
molécula fluorescente, se usa el mismo método que para el anticuerpo primario, con la 
diferencia que la incubación se hace por 1-2 horas. A continuación se listan los 
anticuerpos secundarios usados en este estudio: 
Anticuerpo     Dilución 
Anti-Rabbit Alexa Fluor 568 (Invitrogen) 1:250 
Anti-Mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen) 1:250 
Una vez culminado el periodo de incubación con anticuerpo secundario se realizan tres 
lavados con PBS de diez minutos cada uno, en agitación. 
Se prepara un porta-objetos con 25 uL de medio de montaje Vectashield® (Vector Labs) 
colocados en la mitad de la lámina y se coloca la laminilla sobre la gota de medio de 
montaje con la cara cultivada hacia abajo. Se sellan los bordes con esmalte para uñas 
transparente y se deja secar en oscuridad.  
Las láminas serán observadas bajo microscopio de fluorescencia usando los filtros de 
excitación/emisión correspondientes a cada anticuerpo secundario conjugado. 
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ANEXO V. TINCIÓN DE CÉLULAS CAD PARA MEDICIÓN DE ARBORIZACIÓN 
DENDRÍTICA 
 
La tinción de las células CAD se realizó para facilitar la visualización de las células y sus 
prolongaciones con el fin de realizar la morfometría de la arborización dendrítica durante 
el periodo de diferenciación de estas células.  
Para esto, se sembraron 62,500 células CAD en placas de 24 pozos en medio de 
diferenciación. Las células fueron fijadas en días secuenciales empezando por la primera 
columna el día cero y finalizando con la quinta columna el día cuarto de diferenciación. 
De este modo fue posible obtener imágenes de las células durante todo el proceso de 
diferenciación, logrando establecer un patrón morfométrico normal de las células CAD. El 
protocolo de fijación y tinción se describe a continuación.  
El medio de diferenciación es retirado por aspiración y se realiza un lavado con PBS 
precalentado a 37 °C. Se retira el PBS por aspiración y se agregan 250 uL de 
Parafolmaldehído al 4% en PBS (Ver protocolo anexo) y se incuba a temperatura 
ambiente durante 15 minutos. Se retira el Paraformaldehído por aspiración y se realizan 
tres lavados con PBS de cinco minutos cada uno. Una vez lavado el fijador se debe 
colorear con Tinción de Papanicolaou (Merck® Cat. No. 7058X). Para este fin se agrega 
la solución de Papanicolaou sobre los pozos, tanto como sea necesario para cubrir de 
manera uniforme la base del pozo. Dejar actuar la solución durante 10 minutos y luego 
lavar con PBS para retirar el exceso de colorante.  
En este punto las células se pueden fotografiar en un microscopio invertido. También es 
necesario fotografiar una referencia de tamaño bajo la misma configuración óptica, ya 
que el algoritmo incluido en Neuronmetrics® lo requiere. En este caso se usó la cámara 
de Neubauer como referencia de tamaño.  
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ANEXO VI. PROTOCOLO DESPOLIMERIZACIÓN DE PARAFORMALDEHÍDO 4% 
 
El paraformaldehído es un químico peligroso, irritante a la aspiración y al contacto con la 
piel; también se le han atribuido propiedades carcinogénicas. Es por esto que su 
preparación debe ser realizada con las precauciones necesarias. 
Usando guantes y tapabocas se pesan 40 g de paraformaldehído y se disuelven en 800 
mL de ddH2O o PBS. Dentro de una cabina de extracción de gases se coloca una 
plancha caliente con agitación magnética. El paraformaldehído no es fácilmente soluble a 
pH ácido o a temperatura ambiente, por lo cual la solución se debe calentar sin permitir la 
ebullición de la misma. Poco a poco se agrega una solución de NaOH 10N para 
aumentar el pH y permitir la solubilización del paraformaldehído. Una vez disuelto por 
completo, se debe permitir el enfriamiento de la solución, llevar a pH 7,4 con ácido o 
base fuerte y completar a un litro con ddH2O o PBS. 
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ANEXO VII. PROTOCOLO TRATAMIENTO DE LAMINILLAS 
 
Las células CAD se caracterizan por una pobre adherencia a las superficies, incluyendo 
el vidrio. Para hacer los análisis de inmunofluorescencia se requiere que las células 
crezcan e inclusive se diferencien sobre laminillas de vidrio. Para mejorar la adherencia 
de las células CAD a las laminillas hemos realizado algunos tratamientos al vidrio que 
permitirán que las células se adhieran y se diferencien sobre él.  
Inicialmente, las laminillas son sumergidas en ácido clorhídrico 10N en una caja de Petri 
de vidrio durante al menos 10 minutos. Este tratamiento eliminará cualquier componente 
orgánico de la superficie del vidrio, incluyendo detergentes y grasa que pudiese ser 
resultado de la manipulación.  
El ácido debe ser retirado con agua corriente y posteriormente con ddH20. Una vez 
eliminado el ácido, las laminillas son colocadas sobre los pozos de una placa de 6 pozos 
y se procede a tratar los vidrios con Poli-D-Lisina con el mismo método arriba 
mencionado (ver protocolo anexo). 
Las placas con las laminillas tratadas son entonces usadas de manera convencional, 
procurando que las laminillas permanezcan al fondo del pozo y permitiendo el 
crecimiento de las células hasta alcanzar las condiciones necesarias para el experimento 
deseado.  
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ANEXO VIII. CONSIDERACIONES ÉTICAS 
 
Este proyecto no contempla, por el momento, el uso de animales o de humanos. El 
trabajo se realizará enteramente sobre líneas celulares desarrolladas en laboratorio. Por 
otra parte, todos los elementos que se usarán en el desarrollo del proyecto, serán 
manejados de manera apropiada según las disposiciones legales del país, teniendo en 
cuenta su posible inactivación y clasificación a la hora de desecharlos. Asimismo, los 
investigadores cumplirán con todas las normas de bioseguridad para trabajo con material 
biológico, como el uso de guantes, tapabocas y bata entre otros. 
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ANEXO IX. PROPIEDAD INTELECTUAL 
 
Durante el curso del proyecto es posible que el trabajo escrito en forma de artículos, 
reportes, tesis de pre y post grado puedan contener material original que podrían 
representar potencialmente nuevos descubrimientos. Es la responsabilidad de la 
Universidad Nacional de Colombia, cuando lo considere apropiado, proteger los derechos 
que surgen de los resultados del proyecto. Los derechos de explotación del proyecto son 
propiedad del Universidad Nacional de Colombia, a menos que exista un acuerdo 
específico de forma contraria. 
Sin embargo, la Universidad Nacional de Colombia reconoce la posición de los 
investigadores, co-investigadores y estudiantes cuyo trabajo genere beneficios 
económicos, y normalmente llega a un acuerdo con las personas que participan en tal 
beneficio, en reconocimiento a su contribución. 
 
 
 
 
